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INTRODUCTION 


Les  progrès  immenses  réalisés  durant  le 
coLirs  des  dernières  années  dans  la  connais- 
sance du  système  nerveux  central  sont  dus, 
pour  une  très  grande  part,  aux  perfectionne- 
ments qui^se  sont  produits  de  différentes 
façons  dans  la  technique  microscopique  en 
général,  et  très  particulièrement  dans  les 
méthodes  modernes  de  coloration  et  d'impré- 
gnation métallique  des  coupes  de  l'axe  céré- 
bro-spinal. 

Il  ne  faut  pas  oublier  que,  pour  arriver  à 
connaître  exactement  la  structure  de  l'organe 
nerveux  central  et  les  rapports  qui  existent 
entre  ses  xlilîérentes  parties,  il  est  de  toute 
nécessité  que  l'étude  s'applique  non  seulement 
à  la  topographie  et  aux  caractères  généraux 
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des  éléments  nerveux  consliliUifs,  mais  encore 
à  leur  mode  de  slructure  intime  ainsi  qu'à 
leurs  connexions  de  continuité  ou  de 
contiguïté. 

Cette  étude  ne  peut  être  rigoureuse  et 
produire  des  résultats  positifs,  qu'en  tant 
qu'elle  reposera  tout  à  la  fois  sur  l'analo- 
mie  et  sur  l'iiistologie,  et  ce  ne  seront  que  les 
investigations  qui  combineront  les  procédés 
de  ces  deux  sciences,  qui  permettront  aussi 
de  saisir  l'unité  du  complexus  morphologique 
et  physiologique  du  système  nerveux  central. 

Un  travail  pareil,  pour  être  sérieux  et 
vraiment  instructif,  ne  doit  pas  s'exécuter 
exclusivement  au  moyen  de  livres,  de  dessins, 
de  dissections,  ou  par  le  seul  examen  de  pré- 
parations microscopiques  toutes  laites.  11  faut 
nécessairement,  soi-même,  apprendre  à  faire 
des  coupes,  à  les  colorer,  à  les  monter;  s'as- 
similer la  technique  microscopique  spéciale, 
qui,  par  des  manipulations  successives,  des 
procédés  divers,  transforme  une  pièce  donnée 
du  système  nerveux  central  en  préparations 
microscopiques  définitives;  ces  travaux  pra- 
tiques, ces  coupes,  il  est  bon  de  les  exécuter 
sur  de  nombreuses  pièces,  sur  des  organismes 
différents;  il  faut  employer  des  méthodes  de 
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coloration  variées,  puis  examiner  les  éléments 
nerveux  dans  les  différentes  directions  dans 
lesquelles  ils  progressent  et  à  des  grossisse- 
ments divers.  Ce  n'est  qu'à  ce  prix  qu'on 
arrive  à  connaître  l'organe  cérébro-spinal  à 
l'état  embryogénique  ou  à  l'état  de  dévelop- 
pement définitif,  pathologique  ou  normal. 

Mais  une  étude  anatomo-histologique  tou- 
jours plus  exacte,  plus  sévère  relativement  à 
l'interprétation  des  faits  observés,  n'est  pas 
possible  sans  le  secours  d'une  technique  mi- 
croscopique toujours  plus  parl'aite.  C'est  à 
développer  cette  technique  :  instruments, 
procédés  de  durcissement  plus  rapides,  mé- 
thodes de  coloration  plus  égales,  etc.,  que 
s'appliquent  de  nombreux  savants;  aussi, 
comme  nous*1e  disions  plus  haut,  la  technique 
qui  a  en  vue  l'élaboration  de  préparations 
du  système  nerveux  central  a-t-elle  fourni 
déjà  des  résultats  surprenants. 

Malheureusement,  la  technique  microsco- 
pique générale,  usuelle,  telle  que  la  décrivent 
avec  un  grand  luxe  de  détails,  les  remar- 
([uables  traités  classiques  de  Robin,  de  Ran- 
vier,  de  Stœhr,  de  Fol,  de  Bolles-Lee  et  Hen- 
neguy,  de  Friedlœnder  et  de  tant  d'autres, 
embrasse  le  domaine  des  sciences  anatomiques 
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OU  naturelles,  etc.,  dans  son  enlicr;  aussi,  la 
place  qui  est  réservée,  dans  ces  ouvrages,  au 
sytème  nerveux  central  y  est-elle  le  plus  sou- 
vent tellement  écourtce,  que  ceux,  qui  veulent 
chercher  dans  tel  ou  tel  de  ces  livres  les  mé- 
thodes modernes  de  coloration,  par  exemple, 
les  détails  de  telles  parties  de  la  technique  des 
coupes,  etc.  en  un  mot  le  résumé  des  soins  à 
donner  aux  pièces  d'origine  cérébro-spinale, 
en  sont  trop  fréquemment  pour  leur  peine. 

Les  nouvelles  méthodes  de  coloration, 
celles  des  gaines  à  myéline  surtout,  les  nom- 
breux procédés  d'imprégnation  métallique, 
récents  pour  la  plupart,  les  perfectionnements 
techniques,  les  nouveaux  agents  employés, 
etc.,  sont  épars  dans  des  recueils  périodiques, 
dans  des  monographies,  ou  mentionnés  beau- 
coup trop  sommairement,  soit  dit  en  passant, 
dans  les  traités  d'anatomie  des  centres  ner- 
veux. 

Il  s'ensuit  que  celui  qui  n'a  pas  à  sa  por- 
tée une  bibliothèque  très  spécialisée,  biblio- 
thèque qui  ne  se  trouve  guère  que  dans  les 
asiles  ou  dans  les  cliniques  de  maladies  du 
système  nerveux,  ne  peut  pas  arriver  à  a^-oir 
une  vue  d'ensemble  sur  ce  qui  a  été  fait  et  ce 
qui  se  produit  au  jour  le  jour  dans  le  do- 
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maine  de  la  Lechnique  qui   nous  occupe. 

Les  leçons  mêmes  qu'il  suivra  dans  un 
cours  de  micrographie  ou  d'histologie  ne  lui 
donneront,  à  cet  égard,  que  des  indications 
générales,  mais  insullisantes  pour  mener  à 
bien  Tétude  dont  nous  avons  parlé  et  dont 
cette  technique  spéciale  est  le  corollaire.  Il  en 
sera  réduit,  pour  s'instruire,  à  collectionner 
des  renseignements  littéraires,  disséminés  dans 
les  revues  spéciales  de  1  angues  diverses,  ou  à 
recueillir  ici  et  là  des  renseignements,  des 
données  verbales,  qui  perdent  le  plus  sou- 
vent il  être  formulées  autrement  que  didacti- 
quement  ou  par  d'autres  que  par  un  auteui- 
lui-même. 

C'est  poui^  combler,  en  partie  tout  au 
moins,  ce  que  nous  croyons  être  une  lacune 
et  pour  répondre  à  un  désir  qui  nous  a  été 
exprimé  de  dilîérents  côtés  depuis  que  nous 
nous  occupons  de  travaux  pareils,  que  nous 
avons  groupé  dans  les  pages  suivantes,  et 
tels  que  nous  les  avons  employés  ou  vu  appli- 
quer, les  procédés  capables  de  faciliter  la 
lechnique  microscopique  spéciale  des  centres 
nerveux. 

Nous  ne  pouvons  cependant  pas  faire  en- 
trer dans  le  cadre   resireint  de  ce  volume 
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tout  ce  qui  a  clé  produit  et  publié  relati- 
vement aux  méthodes  innombrables  de  colo- 
ration, méthodes  elles-mêmes  raodiliées  dans 
un  sens  et  dans  l'autre,  aux  procédés  techni- 
ques divers  et  leurs  perfectionnements  ;  une 
pareille  œuvre  de  compilation  ne  répondrait 
pas  au  but  que  nous  nous  proposons. 

Aussi  force  nous  a  été  de  condenser,  d'éli- 
miner ce  qui  ne  nous  paraissait  pas  utile  ou 
nécessaire,  et  de  ne  mentionner  tantôt  plus 
longuement,  tantôt  d'une  manière  plus  con- 
cise, suivantl'importance  du  sujet,  que  ce  qui 
a  été  éprouvé,  ce  qui  peut  réellement  rendre 
service,  en  constituant,  non  pas  un  traité  di- 
dactique, mais  comme  un  vade-mecum,  qu'on 
pourrait  consulter  pour  y  trouver  ce  qui  est 
nécessaire  pour  la  pratique  de  laboratoire. 

Nous  renvoyons  toutefois  aux  ouvrages 
classiques  et  aux  sources  auxquelles  nous 
avons  puisé,  et  que  nous  consignons  à  la  fin 
de  ce  travail,  pour  tout  ce  qui  a  trait  aux 
détails  généraux,  usuels,  de  technique  mi- 
croscopique, détails  avec  lesquels  chacun 
apprend  à  se  familiariser  durant  le  cours  de 
ses  études. 

Nous  passerons  rapidement  en  revue  les 
instruments  nécessaires  pour  l'étude  propre- 
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ment  dite  et  pour  la  fabrication  des  coupes, 
les  accessoires  d'installation  et  de  travail, 
pour  aborder  les  importantes  questions  du 
durcissement  des  pièces,  des  enrobements  ; 
nous  nous  occuperons  ensuite  de  l'élabora- 
tion des  coupes,  des  systèmes  de  plaques,  de 
feuillets  en  séries,  et  nous  reproduirons  telles 
qu'elles  ont  été  publiées  ou  condensées,  pour 
ne  pas  faire  trop  de  répétitions,  les  méthodes 
les  plus  sûres,  les  plus  usuelles  de  coloration 
des  cellules  avec  leurs  prolongements  nerveux, 
des  gaines  de  myéline,  les  procédés  d'impré- 
gnation métallique,  avec  quelques-unes  des 
modifications  que  nous  estimons  bonnes,  en  . 
accompagnant  telle  de  ces  mentions  d'obser- 
vations critiques. 

La  part  qui  dans  ce  travail  nous  revient  en 
propre  esl,  en  somme,  minime,  puisque  ce 
sont  les  recherches  et  les  travaux  d'autrui  que 
nous  désirons  mettre  en  lumière  ici  dans  un 
but  scientifique  général  ;  toujours  est-il  que 
cette  part,  si  petite  qu'elle  soit,  est  le  résultat 
de  nombreuses  expériences  personnelles,  d'une 
étude  approfondie  du  sujet  durant  le  cours  de 
notre  activité  au  laboratoire  de  l'asile  du 
Burghoelzli,  toutes  choses  qui  ne  nous  ont  été 
possibles  que  grâce  à  la  bienveillance  de  notre 
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PREMIÈRE  PARTIE 

TECHNIQUE  PRÉPARATOIRE  ET  ÉLABORATION 
DES  COUPES 


CHAPITRE  PREMIER 

A.  —  Instruments  d'étude  et  diî  travail. 

Dans  le  cours  des  manipulalions  nombreuses 
que  subit  une  coupe  du  système  nerveux  cen- 
tral avant  d'atteindre  son  parachèvement 
et  de  devenir  une  préparation  microscopique 
proprement  dite,  il  est  nécessaire  de  contrôler, 
tout  au  moins  au  début  d'une  série  et  lors- 
qu'on substitue  une  méthode  de  coloration  à 
une  autre,  les  différentes  phases  par  lesquelles 
elle  doit  passer.  Pour  cela,  il  n'est  pas  besoin 
d'employer  un  grossissement  puissant.  Non 

1.  Pour  abréger,  uoiis  emploierons  dans  la  siiilo,  pour 
designer  le  système  nerveux  central,  les  Retires  S.  N.  G. 
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seulement  un  grossissement  faible  ou  moyen 
suffira  pour  juger,  par  exemple,  du  degré  de 
coloralion,  de  l'action  exercée  sur  une  coupe 
par  un  lavage  ou  un  bain  de  différenciation,  de 
la  façon  dont  s'opère  l'éclaircissement,  mais  il 
sera  le  plus  souvent  prudent  de  n'avoir  recours 
qu'au  grossissement  moyen  ou  faible  d'une 
loupe  ou  bien  d'un  oculaire  (doublet)  monté 
sur  un  pied,  pour  éviter  les  accidents  qui 
pourraient  détériorer  l'objectif  d'un  micros- 
cope. 

Tant  qu'une  coupe,  en  effet,  n'est  pas  montée, 
elle  nage  la  plupart  du  temps  soit  dans  un 
récipient  (cupule,  auge)  dans  lequel  on  la  traite, 
soit  sur  le  porte-objet  sur  lequel  elle  aura  été 
placée,  dans  une  quantité  plus  ou  moins  con- 
sidérable de  liquide  (mélange  aqueux,  acide, 
essence,  alcool,  etc.)- 

Or,  pour  examiner  l'état  d'une  coupe  eu 
traitement,  au  grossissement  d'un  microscope, 
il  faut  l'approcher  en  général  assez  pi'ès  de 
l'objectif;  on  court  ainsi  le  danger  de  souiller 
une  lentille,  sans  compter  qu'on  expose  l'arma- 
ture de  l'objectif  à  des  détériorations  résultant 
du  contact  des  réactifs  dans  lesquels  la  coupe 
séjourne  momentanément;  de  même  pour  la 
platine  et  les  autres  pièces  de  l'instrument. 

Une  coupe  en  traitement  ne  devrait  être 
examinée  (contrôlée)  qu'à  la  loupe  ou  au 
microscope  à  dissection  ;  le  microscope  pro- 
prement dit  ne  doit  être  employé  quepour  l'é- 
tude de  préparations  terminées;  mais,  comme 
le  porte-objet  ou  le  récipient  dans  lequel  so 
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li-ouve  une  coupe  doit  pouvoir  reposer  sur  un 
support  assez  fort  pour  servir  de  point  d'appui 
stable,  qu'il  est  bon  de  pouvoir,  en  outre,  béné- 
ficier pour  cet  examen  de  la  lumière  rénéchie, 
que  le  tout,  enfin,  soit  à  l'abri  d'un  faux  mouve- 
uient  et  qu'il  est  toujours  utile  d'avoir  les  deux 
mains  libres,  nous  engageons  l'opérateur  à  ne 
se  servir  que  très  exceplionnellement  de  loupes 
ou  d'oculaires  non  montés  sur  un  pied  fixe. 

Mentionnons  comme  bonnes  la  loupe  de 
Coddington  (1),  celle  de  Strauss,  modifiée  par 
Nachel,  et  celle  avec  pied  articulé  de  Cosson  (1). 
L'essentiel  est  que  l'instrument  possède  un 
pied  métallique  assez  lourd,  que  la  tige  soit  à 
crémaiilière  et  que  le  bras  articulé  qui  se  meut 
sur  celle  tige  puisse  recevoir  un  oculaire  ou 
un  doublet  qui  soit  susceptible  d'être  rapide- 
ment et  facilement  rapproché  d'un  objet  quel- 
conque placé  sur  la  table  de  travail. 

Un  instrument  qui  rendra  certainement  de 
grands  services  dans  la  phase  du  traitement 
d'une  coupe,  et  qui,  au  reste,  plus  tard  égale- 
ment sera  très  apprécié  pour  l'étude  d'ensemble 
d'une  coupe  du  S.  N.  C,  instrument  qu'à  notre 
-sens  on  n'emploie  pas  suffisamment  en  histo- 
logie et  qui,  avec  un  jeu  suffisant  d'oculaires, 
peut  souvent  remplacer  un  microscope  pro- 
prement dit,  est  le  microscope  à  dissection  de 
Auchet,  ou  ceux  qui,  dans  la  suite,  ont  été 
construits  sur  ce  type  (microscope  à.  dissection 
de  Zeiss,  à  appuis  coudés).  —  En  parcourant 
les  catalogues  de  microscopes,  on  peut  se 
convaincre  que  ces  instruments  présentent,  au 
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point  de  vue  de  la  forme,  des  dimensions,  des 
détails  de  conslruction,  de  la  grandeur  et  du 
prix  (el  le  prix  résume,  le  plus  souvent,  à  lui 
seul  le  summum  des  qualificatifs),  des  variétés 
infinies.  Chaque  pays  prône  ses  produits  comme 
étant,  cela  va  de  soi,  les  meilleurs;  chaque 
micrographe,  au  reste,  a  ses  préférences. 

Nous  ne  pouvons  pas  entrer  ici  dans  trop  de 
détails  descriptifs,  ou  recommander  spéciale- 
ment pour  l'étude  du  S.  N.  G.  un  instrument 
plutôtque  tel  autre;  on  en  construit  d'excellents 
partout  ;  Nachet,  Verick,  Reichert,  Hartnack, 
et  nous  en  passons,  Leitz  entre  autres,  en 
fournissent  de  parfaits.  Nos  préférences  per- 
sonnelles vont  aux  produits  de  la  maison  Zeiss. 

Pour  avoir  un  vraiment  bon  instrument,  il 
faut  savoir  (ou  pouvoir!)  y  mettre  le  prix 
voulu.  Thèse  générale,  les  microscopes  les  plus 
simples  sont  les  meilleurs  (^). 

Voici,  brièvement  résumées,  les  qualités 
indispensables  que  doit  présenter  un  instru- 
ment convenable.  Tout  d'abord,  et  c'est  ici 
une  recommandation  dont  on  ne  tient  commu- 
nément pas  assez  compte,  l'instrument  doit 
avoir  une  puissante  charpente;  l'armature,  le 
montage  entier,  le  stalif,  en  un  mot,  doit  être 
solide,  fort  et  bien  planté.  La  base  propre- 
ment dite  du  statif,  ou  le  pied,  sera  large,  bien 
évasée,  construite  en  forme  de  fer  à  cheval.  La 
crémaillière  doit  être  mise  en  mouvement  au 
moyen  de  deux  grandes  rondelles  métalliques  ; 
elle  doit  être  irréprochable,  car  c'est  elle  qui 
élèvera  ou  abaissera  le  système  optique  tout 
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enlier.  Nous  proscrivons  absolument  l'emploi 
de  microscopes  avec  le  système  du  tube  à 
tirage.  Tous  les  bons  instruments  sont  cons- 
truits, actuellement,  de  façon  à  pouvoir  bas- 
culer. La  vis  micrométrique  doit  manœuvrer 
toujours  très  exactement.  Le  tube  à  tirage 
supérieur  sera  gradué.  La  platine,  ou  table 
du  microscope,  sera  grande,  spacieuse,  épaisse, 
forte.  Elle  sera  placée  assez  haut,  de  façon  à 
permettre  dans  la  suite,  si  lors  de  l'achat  d'un 
instrument  on  n'en  fait  pas  de  suite  l'acquisi- 
tion, l'adaptation  de  l'appareil  condenseur 
d'Abbe.  Le  miroir  sera  grand,  double,  concave 
et  plan,  mobile  dans  tous  les  sens  (2). 

L'axe  du  miroir,  l'ouverture  de  l'orifice  cen- 
tral de  la  platine,  les  jours  des  diaphragmes, 
les  objectifs,  le  corps  du  microscope,  les  verres 
des  oculaires,  toutes  ces  dilTérentes  parties, 
disons-nous,  doivent  être  exactement  centrées 
les  unes  par  rapport  aux  autres. 

C'est  dire  qu'il  vaudra  toujours  mieux  ache- 
ter l'instrument  au  complet  dans  la  même 
fabrique,  à  cause  des  garanties  d'un  centrage 
parfait,  sans  parler  des  autres  avantages, 
plutôt  que  d'acheter  un  statif,  par  exemple, 
d'une  maison  donnée  et  de  s'adresser  pour  les 
objectifs  et  les  oculaires  à  une  autre  maison. 
Il  est  prudent  de  n'acheter  que  conditionnelle- 
ment,  l'instrument  devant  être  soumis,  avant 
l'acquisition  définitive,  à  l'appréciation  d'un 
spécialiste. 

Pour  l'étude  du  S.N.  C,  unmicroscope  pareil 
à  celui  qui  remplit  les  desiderala  que  nous 
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venons  d'énumérer  suffira.  Pour  l'étude  ana- 
tomique  Ou  topographique,  les  objectifs  2,  4, 
7  ou  8  de  la  plupart  des  constructeurs,  AA. 
DD  ou  AA,  C.  E  de  Zeiss,  les  oculaires  I  et  III 
(II  et  IV  de  Zeiss)  répondront  à  la  plupart  des 
besoins.  Pour  l'histologie  il  faut,  en  outre, 
l'appareil  condenseur  d'Abbe  et  une  lentille  à 
immersion  homogène  (1/12). 

Règles  générales  pour  l'emploi  du  iiiicros- 
'  rape  (2).  —  Quelque  objectif  qu'on  destine  ù 
un  examen,  ne  se  servir  que  d'un  oculaire 
faible  ;  commencer  toujours  par  un  grossisse- 
ment faible.  Ne  sortir  le  tube  à  tirage  que 
jusqu'à  la  marque,  c'est-à-dire  le  nombre  de 
centimètres  exigés,  prévue  par  le  système 
<)|itique.  La  plupart  des  préparations  du  S.N.  C. 
exigent  l'interposition  d'un  diaphragme  à 
ouverture  minime.  Pour  les  objectifs  ordi- 
naires, n'employer  que  le  miroir  concave. 
1^3ur  mettre  au  point,  élever  ou  abaisser  la 
crémaillière  sans  toucher  à  la  vis  micrométri- 
que, qui  ne  doit  servir  qu'à  pai-faire  la  mise 
au  point.  La  main  gauche  tient  le  porte-objet, - 
la  main  droite  sur  la  vis  microraétriquc. 
Regarder  les  deux  yeux  ouverts;  le  microscope 
doit  être  placé  à  environ  1  mètre  ou  un  demi- 
mètre  d'une  fenêtre.  Eviter  le  soleil. 

Pour  travailler  à  la  lumière  artificielle,  obser- 
ver les  règles  suivantes  :  1°  la  lumière  doit 
avoir  une  intensité  suffisante  ;  elle  doit  être 
blanche  et  permettre  de  reconnaître  les  diffé- 
rentes couleurs  d'une  coupe  et  de  différencier 
les  couleurs  l'une  de  l'autre  ;  2"  elle  ne  doit  pas 
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éblouir  ou  fatiguer  les  yeux  de  l'observateur; 
3^  il  faut  pouvoir  se  garer  d'un  dégagement  de 
calorique  trop  considérable  (3).  La  plupart  des 
appareils  employés  (lampes),  que  la  lumière 
soit  fournie  par  une  lentille  convexe  ou  par  une 
boule  remplie  d'une  solution  ammoniacale  de 
sulfate  de  cuivre  (boule  des  cordonniers),  don- 
nent une  lumière  qui  ressemble  à  la  lumière 
solaire  directe  et  non  pas  à  la  lumière  diffuse. 
Ou  corrige  cet  éclat  eu  plaçant  entre  la  lampe 
et  le  miroir  un  écran  de  verre  coloré  en  vert 
clair  ou  en  bleu,  suivant  la  source  de  lumière,  - 
pétrole,  gaz  ou  lumière  électrique. 

On  a  construit  des  lampes  spéciales,  à  réflec- 
t(!urs,  à  miroir,  à  tubes  projecteurs  pour  facili- 
Icr  le  travail  de  nuit  (Voir  les  catalogues  d'in- 
struments et  appareils  microscopiques  :  lampes 
iVEdinger,  de  /loc/i,  de  Schiejferdecker,  etc.). 

Tenir  le  microscope  en  parfait  état  de  pro- 
preté :  ne  jamais  toucher  les  verres  avec  les 
doigts.  Pour  le  nettoyage,  se  servir  d'une  peau 
de  laine  Que  ou  d'un  linge  très  fin  (toile  de 
lin).  Pas  de  chiffons,  ni  de  mouchoirs  ordi- 
naires. A-L-on  souillé  un  objectif,  une  lentille 
à  immersion,  enlever  le  système  et  l'essuyer 
avec  la  peau  humectée  d'alcool  étendu,  avec  la 
toile  de  Un  humectée  avec  de  la  benzine,  mais 
sans  dévisser  les  lentilles,  sans  frotter.  Sécher 
soigneusement.  Pour  les  lentilles  à  immersion 
homogène,  ne  se  servir  que  d'essence  de  cèdre. 

Lorsqu'on  ne  travaille  pas,  tenir  rinslrument 
sous  une  cloche  de  verre,  ou  l'enfermer  dans 
sa  boîte. 
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Comme  accessoires,  recommandons  l'emploi 
de  l'appareil  revolver  à  deux  ou  trois  pas  de  vis 
et  sur  lequel  on  tient  vissés  les  objectifs  don! 
on  se  sert  le  plus  habituellement.  II  est  impor- 
tant, dans  l'étude  des  préparations  du  S.  N.  C. 
de  pouvoir  examiner  successivement,  à  dilTé- 
rents  grossissements,  tel  faisceau  de  fd^res 
telles  cellules,  etc.  ;  il  suffit,  dans  ces  cas,  d'un 
simple  mouvement  de  rotation  imprimé  à  un 
objectif  vissé  sur  le  revolver,  pour  substituer 
presque  instantanément  un  grossissement  à  un 
autre,  sans  courir  le  risque,  en  dévissant  un 
objectif  pour  en  visser  un  autre,  de  voir  se 
déplacer  la  partie  qu'on  examinait.  Nous  pré- 
férons le  revolver  au  système  des  objectifs  à 
tiroir,  que  certains  constructeurs  recomman- 
dent, et  qu'on  change  également  avec  rapidité 
et  aisément  sans  changer  la  préparation  de 
place. 

Mentionnonsaussi  le  micromèire  oculaire,  qui 
se  place  dans  le  cylindre  d'un  oculaire.  Ce  petit 
appareil  rendra  des  services  lorsqu'il  s'agira 
de  compter  le  nombre  de  certaines  cellules, 
des  cylindraxes,  des  fibres,  dans  un  espace 
donné  et  pour  permettre,  par  comparaison  d'un 
côté  de  la  coupe  avec  l'autre,  de  fixer  le  nom- 
bre et  la  grosseur  de  certains  éléments  à  l'état 
normal  et  à  l'état  pathologique  (atrophie  par 
dégénérescence,  par  arrachement,  etc.). 

Toute  étude  microscopique,  pour  être  com- 
plète, devrait  toujours  être  accompagnée  du 
dessin  de  la  préparation  examinée,  d'une  par- 
tie tout  au  moins  de  la  coupe  qu'on  a  sous  les 
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yeux.  L'observation  en  devient  plus  exacte,  les 
détails  mieux  définis,  le  souvenir  en  est  fixé 
dune  manière  durable.  Le  dessin, — et  en  pro- 
gressant on  arrive  à  dessiner  assez  convena- 
blement—force l'observateur  à  faire  attention 
à  tout  ce  qui  s'étale  sous  ses  yeux  (proportions 
exactes,  situation,  rapports,  nombre,  etc. 

Pour  les  débuts,  on  fera  bien  de  ne  dessiner 
qu'au  grossissement  faible. 

On  pourra  s'aider  de  la  chambre  à  prisme  de 
Zeiss  ou  de  Nachet,  de  l'appareil  d'Aiôe  ou 
d'Oberhauscr.  Tout  le  monde  connaît  ces  ingé- 
nieux appareils  qui  renvoient  Timage  micros- 
copique sur  une  feuille  de  papier  qu'il  faut 
placer  de  telle  sorte  qu'elle  corresponde  au 
niveau  de  la  platine  du  microscope. 

Pour  l'emploi  de  ces  appareils,  on  observera 
les  règles  suivantes  : 

1°  L'intensité  de  la  lumière  qui  frappe  le  pa- 
pier et  celle  du  champ  visuel  du  microscope 
doivent  être,  autant  que  possible,  égales.  L'in- 
tensité de  lalumière  qui  frappe  le  papier  étant 
d'ordinaire  la  plus  forte,  il  faudra  interposer 
entre  le  papier  et  la  fenêtre  un  écran  (verre 
fumé)  pour  assombrir  un  peu  le  papier.  Si  l'in- 
Icnsité  de  lumière  est  plus  forte  sur  le  champ 
visuel  du  microscope,  il  faudra  diminuer  l'ou- 
verture du  diaphragme  ou  de  l'appareil  con- 
denseur. 

2°  Veiller  à  ce  que  l'angle  formé  par  le  mi- 
roir de  l'appareil  à  dessiner  et  l'horizontale  du 
papier,  c'est-à-dire  de  la  table  de  travail,  soit 
exarlemcnt  de  45". 

1. 
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30  Fixer  le  papier  de  façon  à  ce  qu'il  ne 
glisse  pas. 

On  peut  se  passer  cependant  de  ces  appa- 
reils en  plaçant  simplement  le  papier  à  dessi- 
ner sur  un  livre,  une  boîte,  la  caisse  du  micros- 
cope, par  exemple,  et  à  la  hauteur  exacte  de  la 
platine,  en  regardant  avec  l'œil  gauche  dans  le 
microscope  et  en  suivant  de  l'œil  droit  sur  le 
papier  la  pointe  de  crayon  qui  y  suit  les  con- 
tours de  l'image  observée.  Après  quelques 
essais,  on  s'y  fait  assez  bien. 

Pour  les  dessins,  il  est  bon  de  se  servir  de 
crayons  de  dijférenles  couleurs  en  adoptant  une 
fois  pour  toutes  les  mêmes  couleurs  pour  des 
éléments  donnés;  ces  couleurs  deviendront 
fondamentales;  ainsi,  pour  les  racines  anté- 
rieures, parexemple,  nous  employonsie  crayon, 
c'est-à-dire  la  couleur  rouge  ;  de  même  pour 
toutes  les  fibres  d'ordre  moteur;  pour  les  ra- 
cines postérieures  et  les  éléments  d'ordre  sen- 
sible, la  couleur  ou  le  crayon  bleu  ;  le  jaune 
pour  le  faisceau  pyramidien  ;  le  vert  pour  le 
faisceau  cérébelleux,  etc.,  etc.,  en  conservant 
dans  la  suite  la  couleur  adoptée  pour  un 
groupe  d'éléments,  un  ordre  de  fibres,  de  cel- 
lules, etc.,  pour  toutes  les  parties  correspon- 
dantes de  l'axe  cérébro-spinal. 

La  photographie  rend  de  certains  services 
pour  la  reproduction  des  coupes  de  S.  N.  G.  ;  ce- 
pendant,  nous  estimons  que  les  avantages  qu'on 
lui  a  attribués,  comparativement  aux  dessins 
faits  à  la  main,  ont  été  surfaits.  Elle  ne  rem- 
place ])as  un  dessin  exactement  fait,  surtout 
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(|iiand    il   s'agit  criinc    préparation  colorée 
d'une  certaine  manière  ou  d'un  élément  histo- 
logique  observé  à  un  grossissement  puissant. 
So^n  application  méthodique  exige,  pour  fournir 
des  résultats  vraiment  satisfaisants,  le  con- 
cours de  nombreux  facteurs:  sensibilité  parti- 
culière des  plaques,  coloration  spéciale  des 
coupes,  focus  particulier,  objectif  très  puis- 
sant, éclairage  ad  hoc,  chambre  obscure  d'un 
grand  développement,  appareils  d'agrandisse- 
ment, etc.,  etc.,  toutes  choses  qui  ne  peuvent 
guère  être  mises  en  œuvre  dans  un  petit  labo- 
ratoire. Aussi,  le  plus  souvent,  sera-t-il  plus 
sage  de  s'en  passer,  quitte  à  faire  opérer  la 
reproduction  de  telles  préparations  rares  par 
un  opérateur  de  profession  ou  dans  un  grand 
laboratoire  où  se  trouvent  les  instruments  né- 
cessaires. Nous  renvoyons  ceux  que  la  ques- 
tion intéresse  aux  traités  de  photographie,  qui 
presque  tous  consacrent  un  chapitre  spécial 
à  la  reproduction  des  préparations  microsco- 
piques, aux  ouvrages  classiques  de  technique 
histologique  et  en  particulier  à  l'ouvrage  de 
Fol,  pages  75,  85  (4). 

C'est  à  B.  Slilling  que  revient  le  mérite 
d'avoir  introduit  en  technique  microscopique 
la  méthode  de  coupes  en  séries,  c'est-à-dire 
d'une  suite  non  interrompue  de  coupes,  pour 
l'étude  des  différentes  parties  du  S.  N.  G. 

Dans  le  temps  et  avec  les  moyens  rudimcn- 
taires  qu'on  avait  à  sa  disposition,  l'élabora- 
tion de  coupes  analogues  à  celles  que  nous 
obtenons  aujourd'hui,  et  dont  le  diamètre  el 
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l'étendue  peuvent  être  relativement  considé- 
rables, coupes  transversales  ou  longitudinales 
du  cerveau  entier,  coupes  sagittales  du 
tronc,  etc.,  n'eût  pas  été  possible.  Pour  réali- 
ser ces  progrès,  il  a  fallu  construire  des  instru- 
ments spéciaux,  ingénieux,  susceptibles  de  se 
prêter  à  toutes  les  exigences  scientifiques  mo- 
dernes et  au  moyen  desquels  on  pût  opérer 
d'une  manière  continue,  toujours  égale  et 
mathématiquement  réglée,  des  coupes  isolées 
et  en  séries,  dans  tous  les  sens  et  sur  n'importe 
quelle  pièce  ou  portion  de  l'axe  cérébro- 
spinal. 

Les  microtomes  fabriqués  actuellement  rem- 
plissent tous  les  desiderata  formulés  dans  ce 
sens;  ils  sont  déjà  si  nombreux,  si  variés  de 
formes,  de  dimensions,  etc.,  enrichis  de  tant  de 
détails  accessoires,  qu'il  ne  nous  est  pas  pos- 
sible de  les  énumérer  ici.  On  consultera  donc 
avec  avantage  les  catalogues  illustrés  des 
maisons  qui  les  construisent. 

Citons  comme  les  plus  utiles  et  les  mieux 
construits  les  microtomes  de  Jieichert,  à  Vien- 
ne, de  Schanze,  à  Leipzig,  de  Jung,  à  Ileidel- 
berg,  de  Mnlassez,  le  rocking-microtome  de  la 
Cambridge  Society  (5)  et  le  microtome  de 
T/ioma  (Jung).  Demaige,  à  Paris,  a  construit  sur 
le  modèle  du  microtome  anglais  un  instrument 
d'une  grande  régularité  (5),  qui  se  prêle  très 
spécialement  à  l'élaboration  des  rubans  de 
coupes  (sur  papier)  et  qui,  au  pointde  vue  des 
pièces  volumineuses,  est  apprécié  des  spécia- 
listes. 
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Le  plus  simple  de  ces  instruments  est  repré- 
senté par  un  cylindre  creux  :  la  pièce  à  couper 
y  est  incluse  dans  une  masse  fluide  qui  se 
durcit  par  le  refroidissement.  A  la  partie  su- 
périeure du  cylindre  se  trouve  un  anneau  en 
verre  ou  en  métal  sur  lequel  glissera  le  cou- 
teau qui  doit  opérer  les  coupes.  Une  vis  micro- 
mélrique  fait  monter  la  pièce  prise  dans  la 
masse  d'enrobement.  Tel  est  le  microlomc  de 
Ranvi(!r[i)^  et  c'est  sur  ce  principe  qu'est  cons- 
truit celui  do  Gudden,  dont  nous  parlerons 
plus  loin. 

La  conslructiou  des  microlomes  plus  com- 
pliqués dont  on  se  sert  partout  aujourd'hui 
repose  sur  le  principe  du  glissoir.  Figurons- 
nous  un  plot  métallique  sur  lequel  on  peut  à 
volonté  fixer  ou  visser  une  lame  de  couteau, 
lame  courte  ou  longue,  plane  ou  concave,  etc. 
Ce  plot  glisse,  par  traction  mécanique  (mani- 
velle) ou  manuelle,  le  long  d'attelles  en  métal 
plein  ou  en  verre,  plus  ou  moins  longues, 
hautes,  épaisses,  lixces  sur  une  armature  ou 
pied  de  métal.  Un  peu  plus  avant  ou  vers  le 
milieu  de  l'appareil  ainsi  constitué  se  trouve 
la  vis  micrométrique  qui,  dans  les  microtomes 
de  construction  récente,  se  meut  automati- 
quement par  déclanchement  d'un  nombre 
donné  de  millimètres  et  qu'on  gradue  en  con- 
séquence. Au-dessus  de  la  vis  en  question  se 
Irouve  l'élau  porte-objet,  la  pince  dans  laquelle 
on  enchâsse  la  pièce  destinée  à  fournir  des 
coupes.  Le  tout  repose  sur  une  table.  Il  est 
des  microtomes  qu'on  peut  plonger  tels  quels 
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l)Our  couper  dans  un  récipient  (baquel)  rem-  I 
pli  d'eau.  Pour  l'acilKer  les  diiïérents  actes  de  ] 
l'élaboration  des  coupes,  les  constructeurs  ont 
pourvu    ces   instruments  d'une  quantité  de 
détails  ou  d'accessoires,  qui  ont  pour  but  aussi 
de  remédier  à  différents  inconvénients  dont  les 
coupes  peuvent  avoir  à  souffrir.  De  certains 
microtomes  sont  plus  spécialement  construits  ' 
en  vue  des  coupes  provenant  des  pièces  celloï-  j 
dinées,  d'autres  prévoient  plutôt  une  fabrica-  I 
tion  de  coupes  paraffinées;  les  uns  ne  visent  j 
qu'à  opérer  des  coupes  isolées,  les  autres  sont  I 
destinés  plus  particulièrement  à  l'élaboration  ' 
des  séries,  des  rubans  de  coupes.  Pour  ces  ] 
détails  techniques  et  les  perfectionnements  | 
récents,  nous  engageons  le  lecteur  à  lire,  dans  ; 
ilermann  (3),  ce  qui  a  trait  aux  microtomes  de  | 
/>e  Groot  et  de  Minot,  de  Strasser  (6).  Puis  I 
Schafj'er^  T/ioma,  Sloss  (in  3j,  et  d'étudier  les 
catalogues  (prix  courants)  des  maisons  que 
nous  avons  indiquées  plus  haut. 

Ceci  dit,  plutôt  que  d'insister  sur  des  des- 
criptions que  tout  le  monde  peut  lire,  nous 
nous  bornerons  à  mentionner  les  conditions  j 
essentielles  que  doit  remplir  un  microtome  'j 
pour  répondre  à  toutes  les  exigences  :  1°  il 
faut  que  la  machine  entière  soit  lourde,  par- 
faitement d'aplomb,  à  base  large  et  solide; 
2°  que  la  voie  du  glissoir,  c'est-à-dire  la  voie 
sur  laquelle  le  plot  avance  par  glissement,  soit 
longue,  à  parois  hautes  ;  3°  le  plot  doit  être 
lourd,  bien  en  main  lorsque  la  traction  ne  se  * 
fait  pas  mécaniquement  el  cire  pourvu  de 
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plusieurs  trous  ou  pasdevis,de  façon  àpouvoir 
y  enchâsser  ou  visser  la  lame  dans  différentes 
positions  ;  4"  l'étau  porte-objet,  la  pince, 
comme  nous  l'appelons,  doit  être  articulé, 
pouvoir  pivoter  en  tous  sens,  de  façon  à  ce 
qu'une  pièce  donnée  puisse  être  coupée  sui- 
vant différentes  obliquités.  Les  bras  de  la 
pince  ou  les  mors  doivent  pouvoir  se  laisser 
écarter  facilement,  et  le  tout  être  susceptible 
d'enserrer  une  pièce  d'un  volume  au-dessus  de 
la  moyenne.  Le  système  de  pince  qui  remplit 
le  mieux  ces  desiderata  est  celui  construit 
par  les  soins  de  la  Station  zoologique  de  Na- 
ples;  on  peut  l'adapter  à  la  plupart  des  mi- 
crotomes modernes  ;  5" l'instrument  sera  d'une 
construction  aussi  simple  que  possible. 

Un  instrument  qui  nous  parait  réunir  la 
plupart  des  conditions  énumérées  ici  est  le 
microtome  à  plan  incliné  construit,  d'après 
Bivet,  par  Reiclierl,  à  Vienne.  Il  est  construit 
en  deux  grandeurs,  muni  de  deux  lames,  de 
la  pince  de  Naples  et  d'un  cadre  métallique 
pour  l'enrobement  à  la  paraffme. 

C'est  un  excellent  instrument  au  moyen 
duquel  on  peut  couper  les  pièces  les  plus 
petites  et  celles  qui  présentent  un  diamètre 
d'environ  6-8  centimètres.  Avec  le  microtome 
grand  modèle,  on  peut  parer  à  toutes  les  éven- 
tualités (Voir  le  catalogue  de  Roichert). 

Le  microtome  doit  être  tenu  en  parfait  état 
de  propreté;  lorsqu'on  ne  s'en  sert  pas,  on  le 
recouvrira  d'une  cloche  ou  d'une  caisse  (en 
bois  ou  en  verre). 
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Le  glissoir  sera  toujours  parfaitement  huilé. 

Les  lames  doivent  cire  larges,  peu  inclinées, 
longues  pour  les  blocs  celloïdinés,  courtes  et 
plus  épaisses  pour  les  blocs  paraffinés.  Leur 
base  doit  êire  plate.  On  les  essuiera  soigneu- 
sement après  chaque  séance  et,  pour  les  faire 
aiguiser,  on  fera  bien  de  les  envoyer  au  fabri- 
cant qui  les  aura  fournies. 

Pour  empêcher  l'enroulement  des  coupes 
provenant  de  pièces  paraffinées  par  un  moyen 
mécanique,  on  a  construit  {Slrasser)  (6)  un  ap- 
pareil spécial  :  le  Schnillslrecker  [étale  ur  ou 
extenseur  de  coupes),  qui  consiste  en  barres  ou 
rouleaux  ajustés  sur  la  barre  du  microtome. 

Il  en  existe  de  différents  modèles.  Très 
ingénieux,  mais  un  peu  compliqués,  ces  appa- 
reils ne  sont  pas  d'une  absolue  nécessité;  on 
peut  les  remplacer  par  l'emploi  de  la  pincette 
et  d'une  aiguille  manœuvrées  avec  patience  et 
dextérité. 

Pour  l'élaboration  des  coupes  provenant  de 
pièces  non  enrobées  ou  de  blocs  celloïdinés,  et 
pendant  laquelle  la  lame  du  couteau  doit  être 
constamment  mouillée,  Bcrnhard  (7)  a  imaginé 
une  espèce  d'irrigateiir  automatique  qui  se 
fixe  sur  l'armature  de  l'instrument  et  qui, 
réglé  d'une  certaine  façon,  laisse  tomber  goutte 
à  goutte  le  liquide  voulu  sur  la  lame;  la  main 
gauche  de  l'opérateur  peut  être  utilement 
employée  autrement  qu'à  huniccler  bans  cesse 
la  lame  avec  un  pinceau.  Cet  insti'ument  est 
d'un  prix  modique  et  rend  de  grands  services, 
surtout  dans  l'élaboration  de  longues  séries. 
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Recommandons  également  Ja  lable-plaline 
de  la  Station  zoologique  de  Naples,  qui  s'en- 
châsse dans  la  pince  (étau  porte-objet)  du 
microlome  ;  elle  est  construite  spécialement 
pour  les  blocs  paraffinés. 

Ces  accessoires,  de  même  que  le  cadre 
métallique  de  la  Station  de  Naples,  dont  nous 
parlerons  plus  loin,  se  trouvent  actuellemeni 
chez  la  plupart  des  fabricants  de  microtomes. 

La  plupart  des  instruments  sont  construits 
en  différentes  grandeurs  et  portent  des  numé- 
ros correspondant  à  leurs  dimensions.  Pour 
parer  à  toutes  les  éventualités,  il  est  bon 
d'acheter  plutôt  un  grand  modèle,  au  moyen 
duquel  il  sera  loisible  de  couper  toutes  sortes 
de  pièces,  mais  de  dimensions  restreintes  le 
plus  souvent;  pour  les  grosses  pièces,  comme 
le  cerveau  entier,  par  exemple,  d'animaux 
comme  le  chat^  et  à  plus  forte  raison  pour  le 
cerveau  humain,  les  microtomes  pareils  à  ceux 
dont  nous  venons  de  parler  ne  suffisent  pas. 

Toutes  les  fois  qu'il  s'agira  de  faire  des 
coupes  de  grand  diamètre,  il  faudra  avoir 
recours  au  microtome  de  Gudden  (8). 

Cet  instrument  est  constitué  par  un  cylindre 
métallique  creux,  dont  la  partie  supérieure  est 
enchâssée  dans  une  cuve  métallique  (zinc), 
rectangulaire,  à  rebords  assez  élevés.  Le 
corps  même  du  cylindre  se  trouve  placé  au- 
dessous  de  celte  cuve.  Sur  le  fond  du  cylindre 
est  adaptée  une  vis  autour  de  laquelle  tourne 
une  roue  dentelée  et  qui  opère  à  la  façon 
d'une  vis  micrométrique.  Un  ressort  ad  hoc, 
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produisant  un  certain  bruit  (avertisseur)  au 
contact  de  ciiaque  dentelure,  se  déclanche  à 
chaque  mouvement  de  rotation  imprimé  à  la 
roue.  Un  tour  de  roue  complet  fait  jouer  le 
r&ssort  seize  fois  et  fait  monter  le  fond  du 
cylindre  de  la  hauteur  d'un  pas  de  vis.  Une 
fraction  donnée  de  tour  de  roue  (1/12,  1/8, 
1/6,  etc.)  fera  donc  monter  le  fond  du  cylindre 
et  la  pièce  incluse  dans  le  cylindre  d'une  frac- 
tion correspondante  d'un  pas  de  vis,  ce  qui 
équivaut  à  un  nombre  déterminé  de  millimè- 
tres ou  de  fractions  de  millimètre.  A  la  partie 
supérieure  du  cylindre  est  encastré  un  anneau 
en  verre  ou  en  métal  assez  large,  très  plat,  sur 
lequel  glissera  le  couteau  destiné  à  opérer  la 
coupe.  Ce  couteau,  plat  en  dessous  et  légère- 
ment concave  en  haut,  glisse  de  gauche  à 
droite  et  de  haut  en  bas,  tout  en  prenant  cons- 
tamment un  point  d'appui  sur  une  règle 
métallique  fixée  en  diagonale  sur  le  fond  de  la 
cuve.  Le  couteau  est  manœuvré,  c'est-à-dire 
dirigé,  par  les  deux  mains  de  l'opérateur;  les 
avant-bras  de  celui-ci  reposent  sur  deux 
supports  en  bois,  triangulaires,  fichés  pendant 
l'opération  sur  les  angles  de  la  cuve.  L'appa- 
reil entier  repose  sur  quatre  pieds  analogues 
à  ceux  d'une  machine  à  coudre.  Une  planche 
recouvre  le  tout  et,  faisant  couvercle,  pei^met  à 
l'instrument  de  servir  de  table.  La  cuve  est 
remplie  d'eau  ayant  bouilli,  qui  recouvrira  par 
conséquent  l'anneau  et  le  couteau.  On  opère 
ainsi  toujours  sous  l'eau.  Nous  verrons  plus 
loin  comment  on  doit  procéder.  L'inclusion 
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d'une  pièce  dans  le  cylindre  se  fait  au  moyen 
de  stéarine  ou  d'un  mélange  de  différentes 
paraffines. 

Le  microtome  de  Gudden  est  construit  en 
deux  grandeurs.  Le  grand  modèle  contient  un 
seul  cylindre,  qui  permet  l'inclusion  d'un  cer- 
veau humain  avec  son  cervelet  et  dont  le 
diamètre  est  de  16  centimètres.  Le  petit 
modèle  contient  deux  cylindres,  l'un  de  6  centi- 
mètres et  demi,  l'autre  de  3  centimètres  de 
diamèti-e,  pourvus  chacun  d'un  anneau  d'une 
i;randeur  correspondante  et  d'une  vis  micro- 
métrique. Cet  instrument  ne  se  trouve  pas 
dans  le  commerce;  il  faut,  pour  l'acheter, 
s'adresser  au  constructeur  il/.  Katsch,  h  Mïuiich. 
Ce  dernier  a  construit  en  outre  un  petit  cylindre 
porlalif  à  anneau  supérieur,  en  verre,  dont  le 
diamètre  est  de  1  centimètre  et  qui  rend  de  réels 
services  pour  couper  de  très  petites  pièces.  Au 
fond  du  cylindre,  une  vis  micrométrique. 

Le  tout  pent  se  visser  sur  n'importe  quel 
meuble  et  supporte  l'immersion  sous  l'eau. 
Le  grand  avantage  du  microtome  de  Gudden, 
abstraction  faite  de  la  parfaite  régularité  des 
coupes  obtenues,  consiste  à  couper  sous  l'eau 
et  en  ce  que  les  plus  grandes,  les  plus  fines  de 
ces  coupes  ainsi  élaborées  se  mettent  à  nager 
sur  l'eau  au  moment  oîi  elles  sont  détachées 
de  la  pièce.  On  évite  ainsi  les  plissements,  les 
déchirures,  qui  seraient  inévitables  avec  de 
grosses  pièces,  |si  elles  étaient  coupées  aux 
microlonies  ordinaires. 

i*our  former  les  blocs  (celloïdinés  et  paraf- 
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fines),  nous  recommandons  le  cadre  mdalliquc 
de  la  Stalion  de  Naples,  à  bras  mobiles  dont 
1  écartement  ou  le  rapprochement  peuvent  être 
obtenus  à  volonté  et  qui  est  susceptible  do 
Jormer  ainsi  des  rectangles  de  différentes 
grandeurs  correspondant  au  volume  de  la 
pièce  à  enrober.  Il  est  construit  en  trois  modè- 
les. Pour  son  emploi,  voir  l'article  :  Enrobe- 
ment à  la  celloïdine.  Il  se  ferme,  c'est-à-dire  se 
monte,  au  moyen  de  deux  tenons  mobiles  et 
iorme  boîte  quand  il  est  agglutiné  sur  une 
surface  plane  (plaque  de  verre).  On  le  nettoie 
très  facilement  et  son  prix  est  minime. 

Lorsqu'une  coupe  isolée  baigne  dans  un 
liquide  colorant  foncé,  il  est  parfois  malaisé 
de  la  fixer  sur  le  fond  du  récipient  avant  de  la 
sortir  du  bain  ou  de  changer  de  liquide.  En  la 
cherchant,  on  s'expose  à  des  détériorations  fâ- 
cheuses (pointe  d'aiguille,  etc.).  Pour  remédier 
à  cet  inconvénient,  0/)ers<emer  (9)  a  imaginé  un 
petit  appareil,  le  chercheur  de  coupes  [Schnill- 
mcher),  qui  consiste  en  une  boîte  dont  un  des 
côtés  manquerait. 

Hauteur  de  la  boîte,  12  centimètres;  largeur, 
12  centimètres  ;  longueur,  18  centimètres.  La 
paroi  antérieure  manque.  Sur  la  paroi  supé- 
rieure estune  ouverture  conique,  d'un  diamètre 
inférieur  à  celui  du  récipient  habituellement 
employé.  On  place  dans  l'intérieur  de  la  boîte 
une  glace  à  miroir  d'une  longueur  correspon- 
dant à  celle  de  la  boîte,  mais  plus  large,  de 
façon  à  ce  qu'elle  forme  avec  le  fond  de  la 
boîte  un  angle  de  30  à  40°,  face  à  l'ouverture, 
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c'est-à-dire  au  côté  manquant.  Pour  empêcher 
la  glace  de  glisser,  on  fixe  au-devant  de  celle-ci 
une  petite  liste  de  bois.  Pour  «  chercher  », 
placer  le  récipient  sur  l'ouverture  de  la  paroi 
supérieure,  la  glace  regardant  vers  une 
fenêtre. 

Lorsqu'on  veut  obtenir  une  imprégnation 
complète  d'une  pièce  au  moyen  de  la  paraf- 
fine ou  que,  dans  le  cours  des  manipulations 
techniques,  il  faille  donner  des  bains  à  une 
température  constante,  comme  certaines  mé- 
thodes colorantes  le  prévoient,  il  est  nécessaire 
d'avoir  à  sa  disposition  une  êtuve  de\iboratoire 
[incubaleur).  Il  y  en  a  de  différentes  grandeurs. 
L'étuve  en  question  est  représentée  par  une 
caisse  métallique  (en  cuivre),  à  doubles  parois. 
La  caisse,  c'est-à-dire  l'espace  compris  entre 
les  parois  métalliques,  est  remplie  d'eau  distil- 
lée. L'intéri-eur  de  la  caisse  est  d'ordinaire 
divisé  en  deux  compartiments  au  moyen  d'une 
plaque  à  jour  qui  fait  tiroir,  sur  laquelle  on 
place  les  récipients  (auges,  cupules,  bocaux), 
et  à  différentes  hauteurs  suivant  le  cran  où 
cette  plaque-tiroir  sera  placée  et  suivant  les 
dimensions  du  récipient. 

La  paroi  antérieure  de  la  caisse  est  fermée 
par  une  plaque  de  verre,  encastrée  dans  un 
cadre  métallique  à  charnières  et  fermant 
hermétiquement. 

Un  thermomètre  spécial  émergeant  de  la 
partie  supérieure  de  la  caisse  plonge  dans 
l'intérieur  de  l'étuve  :  il  donne  le  nombre  de 
degrés  de  l'air  chauffé  dans  l'étuve.  Un  thermo- 
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i-égulaleiir,  adaplé  ù  l'angle  de  la  caisse  el 
dont  la  boule  à  mercure  baigne  dans  l'eau 
contenue  entre  les  parois,  laisse  passer  le  gaz 
qui,  venant  d'une  conduite,  va  se  rendre  au 
bec  de  gaz,  dont  on  règle  à  volonté  l'intensité. 
La  flamme  se  trouve  au-dessous  du  fond  de 
la  caisse.  On  peut  ainsi  graduer  la  tempéra- 
ture de  l'eau  et,  par  conséquent,  celle  de  l'air 
de  l'étuve,  de  façon  à  les  maintenir  un  long 
temps  durant  à  un  certain  nombre  de  degrés 
invariables.  L'eau  doit  toujours  remplir  exac- 
tement l'espace  compris  entre  les  parois  ;  il 
faut  en  rajouter  de  temps  à  autre  pour  main- 
tenir le  niveau  voulu;  les  étuves  se  fixent  au 
moyen  de  forts  boulons  contre  le  mur.  Il  en 
est  qui  sont  montés  sur  des  pieds  en  métal. 


B.  —  Instruments  accessoires. 
Vaisselle.  —  Réactifs. 

Nous  n'avons  pas  l'intention  de  détailler  ici 
tout  ce  que  peut  réclamer,  en  fait  d'acces- 
soires, etc.,  l'installation  complète  d'un  labo- 
ratoire ;  nous  désirons  indiquer  simplement 
les  objets,  les  agents  les  plus  nécessaires, 
voire  même  indispensables,  pour  la  technique 
microscopique  spéciale  du  S.  N.  C. 

On  trouvera  au  chapitre  que  cela  concerne 
(Coloration)  ce  qui  doit  être  employé  spéciale- 
ment pour  l'application  d'une  méthode  donnée. 
La  nomenclature  suivante  et  forcément  réduite 
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pourra,  au  fur  et  à  mesure  des  besoins,  être 
complétée  suivant  Jes  désirs  de  chacun. 


1°  Imlruments  et  iislensiles.  —  Divers. 

1-  2  ciseaux  droits,  effilés,  longs. 

2-  3  pincettes  à  dissection,  à  mors  plats,  dont 
l'une  très  forte. 

2-  3  aiguilles  à  dissocier,  à  manche  de  bois 
ou  de  corne. 

2  scalpels  au  moins,  droits,  pointus. 
1  spatule  en  os  ou  en  bois,  si  possible  eu 
platine. 

I  rasoir  plat  d'an  côté. 

3-  4  piquants  de  porc-épic  (vieux  porte- 
plumes). 

3-4  pinceaux  à  poils  de  blaireau. 
Une  provision  de  papier  à  filtrer,  blanc 
(Josèphe). 

Une  provision  de  papier-closet  {close t-paper). 
Un  nombre  suffisant  d'étiquettes  gommées 
(grandes  et  petites). 

II  est  indispensable,  en  outre,  d'avoir  à  sa 
disposition  des  boîtes,  des  cartons. 

Si  possible,  une  armoire  ad  hoc,  pour  con- 
server les  différentes  séries  de  coupes. 

i  baquet  à  ordures. 

1  trépied  muni  d'un  treillis  métallique. 

1  encrier,  plumes  et  crayon  ;  un  jeu  de 
crayons  colorés. 

Une  provision  de  vieux  linges  (mouchoirs). 
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Quelques  bouchons  et  petiLs  morceaux  de 
bois  quadrangulaires  pour  l'enrobement  des 
pièces. 

2''  Vaisselle.  —  Verroterie. 

Quelques  baguettes  de  verre. 

Au  moins  12  sous-tasses  en  faïence  blanche. 

3-4  grandes  assiettes,  ovales  et  rondes,  peu 
profondes,  à  fond  plat. 

Une  collection  de  verres  de  montre  (24-48). 

15-20  cristallisoirs  (les  auges  à  oiseaux  con- 
viennent très  bien). 

Un  cjiindre  gradué  jusqu'à  un  litre,  en 
verre. 

Un  cylindre  gradué  jusqu'à  100  grammes, 
en  verre. 

4  entonnoirs  en  verre  au  moins  et  de  gran- 
deurs différentes. 

Quelques  terrines  en  grès  gris,  à  couvercle. 

Une  provision  de  plaquei  de  verres  de  dilTé- 
rentes  dimensions. 

Le  nombre  voulu  de  flacons  pour  réactifs  et 
solutions. 

Quelques  bocaux  en  verre  à  large  ouverture 
et  à  couvercle  en  verre. 

2  auges  spéciales  pour  les  essences  d'éclair- 
cissement. 

1  flacon  avec  bâtonnet  de  verre  pour  le 
baume  de  Canada. 

2-3  cloches  (verres  à  pied  dont  le  pied  serait 
cassé). 
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Une  grande  auge  carrée  ou  oblongue,  à  cou- 
vercle fermant  hermétiquement,  pour  le  bain 
de  déshydratisation. 

Une  lampe  à  alcool,  au  moins. 

Quelques  tubes  à  expérience. 

2-3  ballons  en  verre,  à  fond  plat. 

Une  cruche  à  eau. 

Le  nécessaire  pour  se  laver  les  mains. 

Les  assieltesdoiventêtre larges,  plutôtplates, 
de  différentes  grandeurs  et  correspondre  aux 
dimensions  des  coupes  :  moyennes,  grandes, 
très  grandes  (plats). 

Les  bocaux  seront,  en  général,  peu  élevés, 
mais  très  larges.  Pour  la  période  de  durcisse- 
ment, nous  recommandons  l'emploi  de  terrines 
en  grès  ;  on  peut  les  couvrir  au  besoin  avec  une 
plaque  de  verre.  Les  récipients  sont  calculés 
au  prorata  des  quantités  de  liquide  nécessaire 
pour  le  durcissement. 

Il  en  faut  donc  de  très  grands  pour  les  cer- 
veaux entiers,  d'autres  très  longs,  mais  étroits, 
pour  les  moelles,  etc.,  qu'on  conserve  in  loto. 

En  fait  de  llacons,  les  premiers  venus  peu- 
vent suffire.  Pour  quelques  réactifs  spéciaux, 
on  en  choisira  avec  bouchon  de  verre.  Les 
verres  de  montre  seront  aussi  concaves  que 
possible  et  à  bord  rodé. 

Lescristallisoirs  (auges  à  oiseaux)  seront  peu 
élevés,  et  on  en  aura  une  certaine  quantité,  de 
dimensions  différentes,  à  sa  disposition  ;  ces 
auges  conviennent  très  bien  pour  les  bains  de 
coupes  isolées. 

Il  est  important  d'avoir  toujours  préparées 
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d'avance  des  provisions  de  porte-objets  de  dif- 
férentes dimensions.  Ils  seront  lavés  d'avance 
et  tenus  à  l'abri  de  la  poussière  dans  un  linge 
dont  on  les  enveloppera.  j 

Au  début  de  chacjue  série,  on  numérote  ceux 
qui  devront  être  employés. 

Leur  épaisseur  variera  entre  1-1,5  milli-  < 
mètre  (2).  j 

Les  couvre-objets  seront  taillés  de  façon  à 
avoir  les  uns  15,  les  autres  25  millimètres  de  ' 
côté.  Pour  les  coupes  de  plus  grandes  dimen-  , 
sions,  ils  seront  proportionnés  au  diamètre  de  . 
la  surface  à  recouvrir.  Pour  les  préparations 
qu'on  n'examine  qu'au  grossissement  faible  ou  I 
moyen,  une  épaisseur  de  1-1,5-2  millimètres 
n'a  rien  d'excessif.  Pour  les  grossissements  i 
puissants,  il  faut  employer  des  lamelles  couvre-     -  • 
objets,  dont  on  aura  différents  jeux  sous  la  . 
main.  I 

Pour  nos  longues  séries  de  coupes,  nous  l'ai-  i 
sons  tailler  des  plaques  de  verre  de  façon  à  ce 
que  celles-ci  puissent  servir  suivant  les  dimen- 
sions des  coupes  que  nous  obtenojis  dans  une 
série,  soit  de  porte-objets,  soit  de  couvre-objets.  ; 
Leurs  dimensions  varient  alors  suivant  les  exi-  j 
gences  de  la  pièce  à  couper.  j 

3°  Réactifs.  —  Ingrédients,  etc.  \ 

En  fait  de  substances  colorantes,  de  réac- 
tifs, etc.,  se  rappeler  les  deux  règles  suivantes, 
formulées  par  Stœhr  (2)  :  1°  ne  faire  que  de 
petites  provisions  ;  les  réactifs  et  la  plupart  des 
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substances  employées  en  techniqne  microsco- 
nique  s'altèrent  plus  ou  moins  rapidement  el 
sont,  en  général,  d'un  prix  assez  élevé;  2°  no 
l'aire  les  solutions  et  les  mélanges  h  employer 
qu'au  fur  et  à  mesure  des  besoins.  On  se  trou- 
vera toujours  bien,  en  outre,  de  revêtir  chaque 
llacon,  chaque  bocal,  chaque  boîte,  d'une  éti- 
quette très  lisiblement  annotée,  mentionnant 
le  nom  du  réactif  et  très  exactement  sa  compo- 
sition et  le  poids  des  substances  employées. 
Les  flacons  et  autres  récipients  seront  conve- 
nablement fermés.  On  ne  les  remplira  jamais 
complètement.  Autant  que  faire  se  pourra,  les 
ingrédients  nécessaires  aux  manipulations 
seront  tenus  sous  clef  et  à  l'abri  d'une  lumière 
intense.  Toutes  les  substances  colorantes,  les 
réactifs,  etc.,  doivent  provenir  de  fournisseurs 
Ires  sûrs  ;  au  point  de  vue  do  la  qualité,  pas 
d'économie  mal  placée.  Quant  à  l'emploi, 
savoir  être  ménager. 

Il  est  indispensable  d'avoir  constamment  à 
sa  disposition  et  en  quantité  suffisante  les 
ingrédients  et  solutions  qui  suivent  : 

Eau  disUllcp.  à  coûservor  dans  une  dame-jeannc. 

(  absolu  au  moi  us  oOO  ccut.  cubes. 
Alcool....  \  il  80  0/0     —        BOO  — 
j  à  1)5  0/0     —     1.0 JO  — 

SoluUou  de  Millier   2-3  litres. 

Solution  de  bichrouialc  de  poliifpe  à  2  0/0,  en  grande 
quautilé . 

Essence  do  girolle  (ol.  caryo- 

phyll-Nelkoiioel)   200  cent.  cube.s. 

Oauuuj  de  Ciiu:ida   100  — 

Xvl.il   100  — 
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Carmin.    _  Aniline blue-black  Ilûmatowline 

Picrocarm.n.        Nigrosine.  S ahlimé  corrosif. 

Nitrate  d  argent.  Acide     osmi-  Créosote, 
que  1  0/0. 

Térébenthine.       Glycérine,  Collodiou. 
Solutions  A  et  B  de  celloïdiue. 

Stéarine.  Deux  espèces  de  gomme  arabique, 

paraffine. 

Pour  parer  aux  éventualités  les  plus  fré- 
quentes, nous  recommandons  en  outre  : 

Acide  acétique   50  cent  cubes 

Solution  10  0/0  de  potasse 

caustique   50   

Liqueur  d'ammoniaque  caus- 
tique  100  _ 

Acide  chlorhydrique   50  — 

Acide  nitrique   50   

Huile  d'origan   50  _ 

llésine  de  Damar   60   

Cliloro  forme   50   

Ether  sulfurique   100   

Solution  de  permang.inutc  de 

potasse  à  1  0/0   400  — 

Solution  de  carbonate  do  li- 

thiue  à  1  0/0   200   

Solution  d'hémato.xylino- al- 
coolique à  4  0/0   100  — 

Les  différentes  solutions  colorantes  et  les 
mélanges  spéciaux  exigés  par  les  méthodes 
qu'on  désirera  appliquer  peuvent  être  prépa- 
rés au  fur  et  à  mesure  de  leur  emploi. 

Pour  faire  des  mélanges  exacts  d'alcool, 
Stœhr  a  établi  la  formule  suivante  : 

100  :  96  =  X  :  p.  p. 

S'agit-il,  par  exemple,  de  préparer  de  l'alcool 
à  90  0/0,  on  établira  la  formule  : 
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100  :  96  =  a-  :  90 
96  a:  =  90  X  100 

_  9000  _  g      chiffre  rond  94. 

96 

Pour  obtenir  100  centimètres  cubes  d'alcool 
à  900/0,  il  faudra  donc  ajouter,  à94  centimètres 
cubes  d'alcool  absolu,  6  centimètres  cubes 
d'eau  distillée. 

Lorsque  nous  parlons  d'alcool  à  90  0/0,  à 
85  0/0,  à  60  0/0,  etc.,  c'est  à  de  l'alcool  titré 
de  cette  manière  que  nous  faisons  allusion. 

Nous  recommandons  vivement  cette  formule 
très  simple  au  moyen  de  laquelle  on  obtient 
des  alcools  très  exactement  titrés,  mais  qui 
n'est  pas  encore  assez  généralement  connue  et 
appliquée. 

1  o/O  ccm.  ccni. 

9o  ajouter  à  97, y  d'alcool  absolu  2,5  d'eau  distillée. 

90  —  94  _  G  _ 

83  —  8S  —  12  — 

SO  -  S4  —  IG 

T6  —  78  —  22  — 

70  —  74  _  26  — 

6.J  —  68  —  ;32  — 

60  —  6i  —  -Mo  — 

„,5o  —  57  ■—  43  — 

o[43  —  H't  d'eau  dislilléé  46  d'alcool  absolu. 

40  —  .58  —  42  — 

3:1  —  64  —  .36  — 

i  30  —  68  _  32  _ 

eu  chiUics  rouds. 


CHAPITRE  II 


Durcissement  des  pièces. 


Les  portions  du  S.  N.  C.  destinées  à  être 
traitées  en  vue  de  fournir  dans  la  suite  des 
préparations  microscopiques  (des  coupes  colo- 
rées) doivent  être  enlevées  du  cadavre  le  plus 
tôt  possible  après  la  mort  du  sujet.  Pour  ce 
qui  concerne  l'homme  très  particulièrement, 
1  organe  cérébro-spinal  devrait  être  mis  en  con- 
tact avec  le  liquide  durcissant  aussitôt  que 
faire  se  pourra,  et  non  pas,  comme  cela  arrive 
si  souvent,  dans  cet  état  caractéristique  de 
ramollissement  qui  compromet  le  durcissement 
et  la  procédure  technique  subséquente.  Dans 
les  cas  d'autopsies,  il  doit  être  extrait  du  canal 
rachidicn  ou  de  la  boUe  crânienne  avant  que 
l'on  procède  à  l'ouverture  des  cavités  abdomi- 
nale ou  thoracique.  Quoi  qu'il  en  soit,  il  faut 
éviter  soigneusement  de  souiller  les  pièces  en 
question,  de  les  saisir  avec  des  instruments 
qui  pourraient  les  endommager  et  les  mani- 
j)uler  avec  ménagement. 

Après  avoir  fendu  les  enveloppes  et  disséqué 


DURCISSEMENT  DES  PIÈCES 


31 


la  OU  les  parties  qu'on  a  l'inlention  de  conser- 
ver c'est-à-dire  de  traiter,  au  moyen  d  un  scal- 
pel' et  de  pincettes,  on  immerge  ces  parties 
Lues  quelles,  sans  les  laver  à  1  eau,  dans  le 
liquide  de  durcissement.  S'agit-il  de  partie, 
délicates,  d'un  S.  N.  C.  de  tadle  minime 
nu'il  faut  conserver  dans   son   entiei  ,  de 
iièces  rares  ou  particulièrement  fines,  on 
enlèvera  le  tout  avec  les  enveloppes,  et 
après  avoir  étalé  l'organe  bien  à   plat  et 
délicatement  sur  une  table  ou  sur  une  grande 
assiette  de  métal,  on  lend  les  enveloppes  et 
on  les  rabat  de  chaque  côté  de  l'organe,  en 
avant  soin  de  n'entamer  nulle  part  le  tissu 
uerveux  proprement  dit.   Puis,  on  soulevé 
l'organe,  on  dissèque,  c'est-à-dire  on  coupe 
les  libres  nerveuses  des  racines  ou  des  nerfs 
encéphaliques,  etc.,  de  l'açon  à  séparer  com- 
plètement l'organe  des  enveloppes.  D'antres 
lois,  on  ne  fendra  les  enveloppes  que  sur  1  un 
des 'côtés  de  l'organe  et  on  le  laisse  tel  quel 
en  place  ;  ou  bien  aussi  on  coupe  l'organe  par 
tranches  ou  sections  transversales  en  diffé- 
rents morceaux  de  grosseur  variable,  suivant 
la  méthode  qu'on  a  l'intention  d'appliquer, 
suivant  la  taille,  le  degré  de  développement 
de   l'organe.   Les   morceaux  ou  pièces  de 
moyenne  grosseur,  celles  dont  la  longueur 
n'excède  pas  3,5  centimètres,  durcissent  beau- 
coup mieux  et  plus  rapidement  que  celles  qui 
sont  plus  volumineuses,  et  surtout  que  les 
organes  immerges  in  loto  dans  le  liquide  dur- 
cissant. 
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Pour  les  organismes  inférieurs,  on  sépare 
en  général  Ja  moelle  du  cerveau  et  l'on  durcit 
chacune  de  ces  parties  de  l'axe  dans  le  même 
1-ecipient;  pour   les   animaux  supérieurs  et 
1  liomme,  il  est  bon  de  sectionner  la  moelle  la 
moelle  allongée,  le  cervelet  et  le  cerveau 'en 
différentes  portions,  et  de  réunir  les  parties 
similaires,  ainsi  la  moelle  épinière  et  la  moelle 
allongée  dans  un  bocal  par  exemple,  et  les  dif- 
erents  morceaux  d'un  cerveau  dans  un  autre 
n  est  évident  qu'un  organe  qui  devra  fournir 
des  coupes  entières  intéressant  toute  l'étendue 
de  l'organe,  coupes  longitudinales  ou  transver- 
sales du  cerveau,  sera  durci  in  loto  tel  qu'il 
aura  été  sorti  de  la  cavité  qui  le  contenait. 
1  our  durcir  convenablement  un  cerveau  m 
toto,  il  faut  avant  tout  le  débarrasser  de  la 
dure-mère  et  enlever,  c'est-à-dire  détacher 
les  méninges,  puis  faire  une  incision  longitudi- 
nale dans  le  seplum  pdlucidinn  pour  donner 
issue  aux  liquides  intra-ventriculaires.  Si  les 
méninges  ne  se  détachent  pas  facilement,  il 
vaut  mieux,  pour  ne  pas  entamer  l'écorce 
plonger  l'organe  tel  qu'il  est  dans  le  liquide 
durcissant  et  ne  les  enlever  que  plus  tard, 
lorsque  le  durcissement  aura  fait  quelque  pro- 


res. 


Le  durcissement  des  pièces  de  l'axe  cérébro- 
spinal  constitue,  dans  la  série  des  manipula- 
tions auxquelles  nous  les  soumettons  en  tech- 
nique microscopique,  un  des  actes  les  plus 
importants  de  toute  la  procédure.  C'est,  en 
somme,  de  l'élat  du  durcissement,  des  condi- 
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lions  dans  lesquelles  cet  acte  s'accomplil  que 
dépend  le  sort  futur  d'une  pièce.  On  n'en  tient 
généralement  pas  suffisamment  compte.  Aussi 
nous  permcltra-t-on  de  combler  en  quelque 
sorte  cette  lacune  en  entrant  ici  dans  quelques 
détails  qui  paraîtront,  à  première  vue,  prolixes 
ou  inutiles,  mais  qui,  selon  nous,  ont  leur  rai- 
son d'être,  précisément  parce  que  l'observa- 
tion et  l'expérience  nous  ont  prouvé  que  c'est 
de  l'exécution  de  ces  règles  minutieuses  que 
dépend  le  résultat  final. 

Nous  nous  occuperons  d'abord  du  durcisse- 
ment des  pièces  qui  doivent  fournir  des  coupes 
destinées  à  être  colorées  ou  imprégnées.  Ce  qui 
a  trait  au  durcissement  des  pièces  destinées  à 
être  simplement  conservées  sera  mentionné  à 
la  lin  de  ce  chapitre. 

Pour  durcir  des  pièces  avec  l'intention  d'en 
utiliser  les  coupes  subséquemment  faites,  en 
vue  de  préparations  microscopiques  de  quel- 
que valeur,  il  vaut  mieux  ne  pas  employer 
tout  d'abord  d'alcool  ;  nous  faisons  une  excep- 
tion toutefois  pour  les  pièces  qui  fourniront 
des  coupes  à  colorer  parles  couleurs  d'aniline. 
Ces  couleurs,  la  nigrosine  et  l'aniline  blue- 
black  exceptées,  prennent  en  général  mal  sur 
des  coupes  de  pièces  durcies  aux  sels  chro- 
miques.  La  coloration  aux  couleurs  d'aniline 
s'applique,  au  reste,  plutôt  à  des  coupes  isolées 
qu'aux  séries  proprement  dites  (la  nigrosine 
et  l'aniline  blue-black  toujours  exceptées). 

L'alcool  d'emblée  ne  doit  servir  qu'à  durcir 
les  pièces  qui  dans  la  suite  serviront  d'objet 
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lie  clémonstraLion,  pour  l'étude  de  l'analomie 
lopographique.  On  l'emploie  comme  agent  de 
durcissement  complémentaire  ou  secondaire 
dans  une  quantité  de  méthodes,  mais  seule- 
ment après  que  la  pièce  a  acquis  dans  une 
solution  de  sels  chromiques  un  certain  degré 
dp  durcissement;  hormis  ces  cas,  qui  sont  spé- 
cifiés aux  rubriques  concernant  les  méthodes 
où  l'alcool  est  utilisé  de  cette  façon,  il  faut 
rédouter  son  action  au  début  du  durcissement 
comme  provoquant  des  altérations  dans  l'inti- 
mité des  éléments  nerveux,  altérations  qui 
rendent  souvent  une  bonne  coloration  impos- 
sible (28-71). 

De  petits  objets,  moelles  ou  encéphales  de 
vertébrés  inférieurs,  de  petites  portions  du 
S.  N.  C.  des  organismes  supérieurs,  de  l'homme 
également,  peuvent  durcir  assez  rapidement  el 
convenablement  dans  une  solution  concentrée 
de  sublimé  corrosif,  avec  traitement  subséquent 
par  de  l'alcool  iodé,  progressivement  renforcé. 
La  solution  doit  avoir  une  température  de 
40"  C.  au  moment  de  l'immersion,  et,  pendant 
le  temps  nécessaire  pour  le  durcissement,  le 
bocal  qui  contientles  pièces  en  traitement  doit 
être  tenu  dans  l'étiive  à  une  température  de 
36"  C,  pour  empêcher  les  précipités  ou  dépôts 
de  sublimé.  La  solution  chaude  contiendra 
10-15  0/0  de  sublimé.  Pour  durcir  à  froid,  on 
emploiera  une  solution  de  sublimé  à  3  0/0.  La 
durée  du  bain  durcissant  varie  suivant  la  gros- 
seur de  la  pièce  ou  des  pièces.  Un  morceau 
de  la  grandeur  d'une  noisette  est  suffisamment 
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durci  après  quelques  heures  d'étuvc  pour 
supporter  le  durcissement  complémentaire 

dans  l'alcool. 

Pour  obtenir  le  durcissement  complémen- 
taire voulu,  on  plonge  la  pièce  durcie  au 
sublimé  dans  de  l'alcool  additionné  de  teinture 
d'iode  dans  la  proportion  de  1  0/0.  On  com- 
mence par  de  l'alcool  à  30  0/0  et  on  augmente 
successivement  pour  arriver  k  l'alcool  à  70  0/0, 
puis  à  90  0/0  ;  enfin,  la  pièce  passe  dans  de 
l'alcool  absolu  auquel  on  ajoute  également 
1  0/0  de  teinture  d'iode.  Au  moyen  de  cette 
teinture,  le  sublimé  qui  se  trouve  en  excès 
dans  la  pièce,  est  éliminé  au  fur  et  à  mesure 
que  se  produit  le  durcissement  complet.  Elle 
n'exerce  aucune  influence  lâcheuse  sur  les 
tissus  nerveux.  En  sortant  de  l'alcool  absolu, 
la  pièce  peut  être  coupée  et  les  coupes  être 
traitées  par  une  méthode  de  coloration.  Si 
l'on  veut  colorer  les  coupes  ainsi  obtenues  au 
moyen  de  la  méthode  de  Weigert,  de  Pal,  etc., 
il  faudra  plonger  ces  coupes,  avant  toute  autre 
manipulation,  dans  une  solution  d'acide  chro- 
mique  à  1  0/0  pendant  cinq  à  quinze  minutes 
et  davantage,  suivant  la  nature  de  la  pièce  et 
l'épaisseur  de  la  coupe.  Cela  fait,  on  colore 
•d'après  les  règles  établies  par  ces  méthodes. 

Les  enveloppes  du  S.  N.  C.,  qui,  lorsqu'elles 
sont  durcies  avec  les  pièces  qu'elles  recouvrent 
dans  un  liquide  chromo-potassique,  sent 
molles,  plus  ou  moins  élastiques  et  qui  ne  se 
laissent  alors  pas  couper  facilement,  acquièrent 
■dans  le  sublimé  un  tel  degré  de  consistance, 
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de  dureté,  qu'on  peut  les  couper  avec  les 
pièces,  sans  courir  le  risque  d'endommager 
celles  ci  au  moment  de  la  fabrication  des 
coupes. 

Ce  qui  vient  d'être  dit  concerne  des  pièces 
de  petites  dimensions,  répétons-le;  des  expé- 
riences concluantes  nous  font  encore  défaut 
relativement  aux  cerveaux  entiers.  Le  durcis- 
sement exigeant  pour  ces  derniers  un  laps  de 
temps  plus  considérable,  il  sera  prudent 
d'employer  tout  d'abord,  et  aussi  longtemps 
que  possible,  une  solution  chaude  de  sublimé, 
jusqu'à  ce  que  les  enveloppes  soient  sulTisam- 
ment  durcies  pour  pouvoir  être  enlevées  faci- 
lement; sur  quoi,  on  pourra  plonger  la  pièce 
dans  une  solution  concentrée  froide  de  subli- 
mé à  5  0/0,  qu'on  renouvellera  au  fur  et  à 
mesure  de  la  formation  de  précipités  ou  de 
dépôts  de  sublimé,  jusqu'au  moment  de  la 
plonger  dans  le  bain  complémentaire  d'alcool. 

Pour  de  petits  morceaux,  en  outre,  du  S. 
N.  C,  on  emploie  l'acide  osmique  à  1/2-1  0/0, 
Vacille  c hromi g u e  kdi\ ers  titres,  l'acide  nitrique 
à  10  0/0,  le  bichromate  d'ammoniaque  à  1/2-1- 
5  0/0  et  davantage.  Mais  le  plus  souvent  ces 
réactifs  sont  employés  avec  d'autres  agents 
fixatifs,  soit  en  vue  de  la  conservation  d'une 
pièce,  soit  en  vue  d'en  obtenir  des  coupes  à 
colorer.  Les  méthodes  qui  prévoient  ces  dilTé- 
rents  modes  de  durcissement  (de  fixation) 
contiennent  les  indications  nécessaires  à 
l'opération. 

Parmi   les   liquides    durcissants  les  plus 
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recommandés,  citons  tout  d'abord  le  mélange 
de  Flcmminrj  (10),  qui  est  d'un  usage  courant 
et  dont  les  avantages  sont  assez  unanimement 
appréciés  : 

D'une  3olutiou   aqueuse  d'acide 

chromique  à  1  0/0    15  vol. 

D'uue  solution   aqueuse  d'acide 

osmique  à  2  0/0   4  — 

Acide  acétique    1  — 

Les  pièces  qui  auront  durci  dans  ce  mélange 
devront  passer  par  le  traitement  complémen- 
taire suivant.  Lavage  à  l'eau  durant  3-6  heures. 

Durcissement  complémentaire  à  l'alcool 
successivement  porté  de  30,  60,  70  à  90  0/0. 
Dans  chaque  alcool,  bain  d'un  jour;  puis,  enro- 
bement à  la  celloïdine. 

Lorsqu'à  paru  la  méthode  de  durcissement 
de  Flemming,  on  a  voulu  l'employer  pour  le 
durcissement  des  éléments  histologiques  les 
plus  variés.  Il  y  a  eu  un  moment  d'engoue- 
ment, persuadé  que  l'on  était  qu'on  tenait 
enfin  la  Pivation  par  excellence.  Il  a  fallu  les 
avertissements  de  l'auteur  lui-même  pour 
ramener  le  mérite  de  la  méthode  à  des  limites 
plus  définies.  Lo  liquide  de  Flemming  est 
indiqué  pour  certaines  méthodes,  dans  les- 
quelles il  rend  d'excellents  services  ;  mais 
on  n'est  pas,  en  l'employant,  à  l'abri  de  cer- 
taines déceptions. 

Hermann  (3)  a  proposé  la  modification  sui- 
vante de  ce  liquide  :  il  remplace  l'acide  chro- 
mique par  une  solution  de  chlorure  de  platine 
à  i  0/0,  à  même  volume,  et  il  prétend  que 
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pour  certains  détails  histologiques,  ce  mélange 
donne  de  meilleurs  résultats  que  le  liquide  de 
Flemming  proprement  dit. 

Une  méthode  peu  connue  encore,  et  qui  se 
rapproche  de  la  précédente  au  point  de  vue 
des  résultats  obtenus,  est  celle  de  lienda  (11). 
Cet  auteur  plonge  la  pièce  à  traiter  (elle  peut 
être  assez  volumineuse)  pour  24-48  heures 
dans  le  mélange  suivant  : 

Acide  nitrique   10  vol. 

E.m   90  — 

Après  ce  bain,  la  pièce  passe,  sans  avoir  été 
lavée  à  l'eau,  dans  une  solution  de  bichro- 
mate de  potasse  concentrée.  Pendant  les  pre- 
miers jours,  ce  mélange  sera  composé  de 
1  volume  d'une  solution  concentrée  de  bichro- 
mate pour  3  volumes  d'eau,  ensuite  de  1  vo- 
lume d'eau  et  de  1  volume  de  bichromate. 

Les  morceaux  d'un  cerveau  ou  d'une  moelle 
épinière  doivent  séjourner  environ  15  jours 
dans  le  premier  mélange.  Après  leur  durcis- 
sement, les  pièces  sont  abondamment  lavées  à 
l'eau  et  durcies  complémentairement  dans  de 
l'alcool.  Cette  méthode  ne  convient  pas  pour 
les  embryons. 

Certains  auteurs  prévoient  un  durcissement 
au  liquide  d'^r/ic/«,  dont  voici,  d'après  von  Kahl- 
den  (12),  la  Formule  : 

Bichromate  de  potassiî   2 


Sulfate  de  cuivre 
Eau.  - .  ■ 


0  gr.  51) 
100  gr. 
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L'avantage  de  son  emploi  consiste  en  ce 
qu'on  peut  obtenir  des  durcissements  rapides; 
huit  à  dix  jours  d'immersion  suffisent  quel- 
quefois pour  durcir  une  pièce  de  façon  à 
pouvoir  la  couper.  En  plaçant  le  bocal  qui  la 
contient  dans  une  étuve,  le  durcissement  est 
obtenu  déjà  au  bout  de  quatre  à  cinq  jours;  le 
liquide  a  sur  celui  de  Millier  le  grand  désavan- 
tage de  ratatiner  plus  ou  moins  les  tissus  ;  en 
outre,  les  coupes  qui  proviennent  de  pièces 
ainsi  durcies  présentent  souvent  de  nombreux 
petits  précipités.  On  ne  l'emploie  guère  que 
pour  les  méthodes  qui  prévoient  expressément 
ce  mode  de  durcissement. 

La  méthode  de  durcissement  proposée  par 
Marchi  et  Algeri  (13)  donne,  pour  l'étude  des 
dégénérescences  secondaires,  de  bons  résultats. 
L'autopsie  de  l'animal  opéré  aura  été  faite 
trois  semaines  après  l'opération.  La  pièce  à 
examiner  est  plongée,  aussi  fraîche  que  pos- 
sible, et  pour  huit  jours  au  moins,  dans  la 
liqueur  de  Mûller.  Elle  peuty  rester  longtemps, 
jusqu'à  trois  mois.  Pour  le  durcissement  en 
question,  on  coupe  une  pièce  (après  le  bain  de 
huit  jours  dans  la  liqueur  de  Mûller)  en  mor- 
ceaux rectangulaires  ou  cubiques,  de  très  petit 
volume;  on  plonge  ces  morceaux  dans  la  solu- 
tion suivante,  dite  de  Marchi  : 

Liquide  de  Millier   2  vol. 

Solution  d'acide  osniique  à  i  0/0.    1  — 

Ils  y  séjourneront  pendant  cinq,  sept,  douze 
jours. 
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Les  fibres  normales  prennent  après  ce  trai- 
tement une  teinte  brune,  tandis  que  celles  qui 
sont  en  voie  de  dégénérescence  se  reconnaî- 
tront facilement  à  la  présence  de  granulations 
noires,  très  nombreuses. 

Mentionnons  le  liquide  durcissant  de  Kults- 
chitzky  (14). 

L'auteur  dissout  une  quantité  donnée  de 
bichromate  de  potasse  et  de  sulfate  de  cuivre 
dans  de  l'alcool  à  50  0/0,  et  ce,  à  l'abri  de  toute 
lumière  (chambre  noire).  Il  ajoute  ensuite,  tou- 
jours dans  l'obscurité,  à  100  centimètres  cubes 
de  cette  solution,  5  à  6gouttes  d'acide  acétique. 
Les  pièces  à  durcir  séjourneront  dans  ce 
liquide  pendant  12  à  24  heures  (toujours  à 
l'obscurité!).  Durcissement  complémentaire  à 
l'alcool  à  96  0/0  et  en  chambre  noire. 

Pour  ne  pas  faire  de  répétitions,  nous  indi- 
querons plus  loin,  à  l'article  :  Imprégnation 
métallique,  les  procédés  de  durcissement  pré- 
conisés par  Golgi  et  les  modifications  propo- 
sées pour  cette  méthode  par  différents  auteurs. 
Quoique  nous  ne  nous  occupions  ici  que  du 
durcissement  en  vue  des  coupes  du  S.  N.  C, 
nous  croyons  être  utile  en  indiquant  encore 
la  méthode  de  fixation  par  le  liquide  de  Fol  (4), 
et  qui  est  applicable  aux  petits  morceaux  des 
nerfs,  des  ganglions  et  de  la  substance  ner- 
veuse centrale. 

Le  mélange  en  question  est  composé  de  la 
façon  suivante  : 

Solution   d'acide  hyperosmiqne 

à  1  0/0   2  vol. 
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Solution  dacidechromique  à  I  0/0.  2y  v 
Solution  d'acide  acétique  à  2  0/0.      8  • 


M. 

Il  faut  employer  de  grandes  quantités  de 
liquide,  qu'on  renouvellera  dès  qu'il  commen- 
cera à  se  troubler.  Les  morceaux  plongent 
dans  ce  bain  pendant  au  moins  24  heures;  en 
général,  plus  longtemps  encore.  On  les  lave 
ensuite  à  fond,  à  l'eau  distillée,  et  on  les  con- 
serve dans  de  l'alcool  à  80  0/0.  Dès  ce  moment, 
ils  sont  aptes  à  être  coupés. 

Le  réactif  préféré  à  juste  titre,  le  plus  com- 
munément employé  aussi,  pour  durcir  conve- 
nablement des  pièces  du  S.  N.  G.,  est  le 
bichromaie  de  potasse  à  l'état  de  solution 
aqueuse  simple  et  à  un  degré  de  concentration 
plus  ou  moins  fort,  ou  à  l'état  d'un  mélange 
connu  sous  le  nom  de  liqueur  de  Millier. 

La  composition  du  liquide  de  Millier  est  la 
suivante  : 


Bichromate  de  potas.-n 
Sulfate  de  soude. . . . . . 

Eau  distillée  


20  gr. 

10  — 
1.000  — 


M. 

Quoique  ce  liquide  jouisse  d'une  réputation 
universelle,  il  nous  a  paru  que  son  emploi 
présentait  parfois  quelques  désavantages,  sur- 
tout pour  ce  qui  concerne  les  pièces  de  grandes 
dimensions.  Nous  avons  remarqué  que  souvent 
le  durcissement  se  faisait,  dans  ces  cas,  d'une 
manière  moins  égale  ;  les  parties  extérieures 
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OU  périphériques  d'une  pièce  se  durcissaient 
convenablement,  les  parties  intérieures  ou 
centrales,  moins  complètement  ou  mal.  Le 
liquide  est  cependant  tout  à  fait  indiqué  lors- 
qu'il s'agit  de  durcir  des  pièces  de  grandeur 
petite  ou  moyenne.  Pour  l'emploi  subséquent 
de  certaines  méthodes  de  coloration,  il  faut 
durcir  dans  la  liqueur  de  Millier.  Nous  indi- 
quons, au  reste,  le  fait  aux  méthodes  qui  pré- 
voient le  cas. 

Pour  ce  qui  nous  concerne,  nous  donnons 
absolument  la  préférence  à  une  solution  de 
bichromate  potassique,  aqueuse  simple,  à  litre 
faible,  qui,  pour  tous  les  cas  où  d'autres  liquides 
durcissants  nesont  pas  obligatoires,  nous  paraît 
suffire. 

Une  grande  faute  qu'on  commet  générale- 
ment consiste  à  employer  trop  peu  de  liquide 
pour  obtenir  le  durcissement  d'une  pièce  du 
S.  N.  C.  Pour  que  cette  opération  réussisse 
convenablement,  il  est  nécessaire  que  les  pièces 
à  durcir  puissent  plonger  dans  de  grandes 
quantités  de  liquide.  N'oublions  pas  que, 
durant  le  cours  du  durcissement,  et  principa- 
lement au  début,  il  se  fait  une  continuelle 
décomposition  altérant  le  liquide,  qui  ne  rem- 
plira dès  lors  plus  les  conditions  indiquées  pour 
opérer  un  durcissement  égal  des  divers  élé- 
ments du  tissu  nerveux.  Pour  que  les  combi- 
naisons qui  doivent  se  faire  entre  les  sels 
chromiques  et  telles  parties  des  éléments  ner- 
veux (gaines  à  myéline,  par  exemple)  se  pro- 
duisent normalement,  il  faut  que  la  solution 
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de  durcissement  reste  ce  qu'elle  dmt  être 
et  nue  sa  composition  ne  soit  pas  modihée  pa. 
de?produits  organiques  (albummo.des),  am-, 
leiîels  elle  se  trouve  en  contact  constan 
Da  s  une  solution  surchargée  de  ces  produit 
d'^nination,  les  éléments  -rveux  s'— 
à  leur  tour  et  durcissent  mal  ou  pas  du  tout. 
P  eu  e  en  est  sur  le  relativement  grand  no.n- 
bie  de  pièces  qu'on  durcit,  la  souvent  grande 
proportion  de  celles  qui,  dans  la  suite,  ne  se 
laissent  pas  colorer  convenablement,  prec  - 
ment,  e   en  dehors  de  certaines  causes  qiu 
tiennent  à  la  nature  de  la  pièce,  parce  que 
l'acte  du  durcissement  s'était  accompli  dauh 
des  conditions  mauvaises.  Il  laut  compter  au 
moins  100  centimètres  cubes  de  solution  chro- 
mo-potassique pour  3-4  petites  pièces  de  3  cen- 
timètres de  côté.  Pour  de  plus  grandes  pièces, 
la  quantité  à  employer,  dès  le  début  du  durcis- 
sement et  à  chaque  renouvellement  du  liquide, 
sera  proportionnellement  plus  grande.  Pour 
un  hémisphère,  il  faut  compter  au  moins  3-4 
litres;  pour  le  cerveau  humain,  6-8-lO  litreb; 
pour  la  moelle  allongée  seule,  environ  1  1/2- 
21/2  litres;  pour  le  cervelet  seul,  2-3  litres,  etc. 
Ces  données  dépendent,  cela  va  de  soi,  de  la 
grandeur  du  bocal  qui  contient  une  pièce.  Le 
bocal  sera  donc  proportionné  au  volume  d  une 
pièce.  Pour  de  grands  objets,  il  faut  une 
colonne  de  liquide  qui  représente  au  moins 
3-4-5  fois  le  volume  ou  l'espace  occupé  par 
une  pièce  dans  un  bocal  donné. 
Une  seconde  grande  faute  consiste  à  laisser 
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les  pièces  trop  longtemps  dans  la  même  quan- 
tité de  liquide.  Les  pièces  réagissent  très  diiïé- 
remment  sous  l'action  du  liquide  durcissant- 
il  en  est  qui,  au  bout  d'un  temps  relativement 
court  d'un  séjour  dans  la  même  quantité  de 
solution  durcissante  se  gâtent  et  pourrissent 
plus  ou  moins  complètement;  d'autres  parais- 
sent mieux  supporter  le  contact  avec  le  même 
liquide  ;  mais,  comme  au  début  du  durcissement 
on  ne  sait  jamais  comment  se  comportera  une 
pièce  donnée,  il  est  de  toute  nécessité,  pour 
r?bvier  à  des  mécomptes,  et  à  cause  des  raisons 
que  nous  avons  énumérées  plus  haut  relati- 
vement cà  la  quantité  du  liquide,  de  changer 
fréquemment  le  bain  durcissant. 

Pendant  les  premiers  huit  jours,  le  liquide 
doit  être, dans  la  règle,  renouvelé  tous  les  deux- 
jours.  Pour  les  grandes  pièces  qui  offrent  plus 
de  surface  et  dont  l'épaisseur  contribue  à  favo- 
riser un  tassement  des  tissus,  qui,  notamment 
aux  parties  déclives  de  la  pièce,  prédispose  à 
la  désagrégation,  tout  au  moins  au  ramollisse- 
ment, il  est  nécessaire  de  changer  le  liquide 
chaque  jour  pendant  la  première  semaine; 
puis,  à  mesure  que  la  pièce  se  débarrasse  de 
ses  produits  organiques  (sang  des  vaisseaux, 
liquide  cérébro-spinal,  etc.)  et  que  la  solution 
durcissante  apparaît  moins  souillée,  l'opéra- 
tion pourra  se  faire  moins  fréquemment.  La 
première  quinzaine  passée,  il  peut  suffire  de 
changer  le  liquide  une  fois  tous  les  huit  jours, 
jusqu'à  ce  que  le  durcissement  voulu  ait  été 
obtenu,  ce  qui,  suivant  la  nature  et  la  grosseur 
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de  la  pièce,  exige  un   laps  de   temps  qui 
varie    de  1  à  2  ou  3-5    mois,    et  même 
davantage.  La  dépense  qui  résultera  de  cet  e 
règle  de  prudence  n'est  pas  si  considérab  e 
qu'on  pourrait  le  croire  tout  d'abord,  les  sels 
de  bichromate  potassique  étant  d'un  prix  mo- 
dique- en  outre,  au  lieu  d'employer  chaque 
fois  de  l'eau  distillée,  dont  le  prix  est  malheu- 
reusement encore  partout  trop  élevé, on  peut  se 
servir  d'eau  ayant  bouilli.On  la  laisse  refroidir 
et  on  la  tamise  sur  un  linge  très  fin.  Pour  les 
premiers  jours,  il  faut  de  l'eau  distillée,  tout 
au  moins  pour  les  petites  pièces.  Disons,  en 
passant,  que  les  cristaux  de  bichromate  se  dis- 
solvent beaucoup  plus  rapidement  dans  de 
l'eau  chaude.  En  ayant  soin  de  filtrer  convena- 
blement les  quantités  de  liquide  ayant  servi 
pour  des  bains  de  2=  ou  de  3"  semaine,  on  peut 
les  employer  de  nouveau  pour  les  premiers 
bains  des  nouvelles  pièces.  Ce  sera  économi- 
que, surtout  quand  il  s'agit  de  durcir  de 
grandes  pièces,  pour  lesquelles  il  faut  compter 
par  litres.  Le  liquide  des  premiers  bains  ne 
peut  servir  une  seconde  fois,  même  si  on  le 
filtrait. 

Lorsqu'on  change  le  liquide  d'un  bocal  qui 
contient  une  ou  plusieurs  pièces  à  durcir,  il 
faut  donner  une  nouvelle  position  à  chaque 
pièce,  la  coucher  dans  un  sens  dilTérent  que 
celui  qu'on  lui  avait  donné  tout  d'abord;  le 
plus  souvent,  il  suffira  de  la  retourner.  C'est 
absolument  nécessaire  pour  toutes  les  pièces, 
quel  que  soit  leur  volume,  mais,  en  outre, 

3. 
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indispensable  pour  les  grosses  pièces,  qui,  sous  ] 

l'action  du  poids  exercé  toujours  dans  une  j 
même  direction,  se  durciraient  mal,  se  déior- 
meraient  aux  parties  déclives  ou  s'aplatiraient 

sur  le  fond  du  bocal.  Ces  pièces  reposeront,  j 

en  outre,  sur  une  couche  d'ouate,  qu'on  chan-  ! 

géra  également  de  temps  à  autre.  Lorsqu'on  i 
durcit  un  cerveau  tout  entier,  on  glissera  pen- 
dant toute  la  période  de  durcissement  un  plu- 
meau d'ouate  entre  les   hémisphères,  entre 
le  cerveau  et  le  cervelet,  et  entre  le  cervelet  et 

la  moelle  allongée,  de  façon  à  ce  que  ces  diffé-  ! 

rentes  parties  ne  se  touchent  pas  et  qu'elles  i 

soient  sur  le  plus  de  surface  possible  en  con-  i 

tact  avec  le  liquide  durcissant.  i 

On  recommande  d'enlever  la  pie-mère  là  où  : 

elle  se  trouve  encore,  et  les  plexus  choroïdiens  ' 

après  quelques  heures  ou  quelques  jours  de  dur-  : 

cissement;  nous  conseillons,  lorsqu'on  n'a  pas  j 
pu  enlever  tout  d'abord  les  membranes  sans  en- 
dommager l'écorce, d'attendre  le  moment  où  l'or- 

ganeauraacquis  undurcissementsuffisant  pour  i 

permettre  plus  facilement  des  manipulations  ' 

qui  peuvent  souvent  être  fatales.  La  moelle  ; 

épinière,  avec  tout  ou  partie  de  la  moelle  i 

allongée,  est,  en  général,  extraite  avec  la  dure-  ] 

mère  (ouverte)  et  placée  telle  qu'elle  dans  des  j 

bocaux  spéciaux,  très  allongés,  oij  l'on  sus-  ' 

pend  l'organe  au  moyen  d'un  ruban  ou  d'une  ; 

ficelle.  Si  la  pièce  tend  à  llotter,  à  se  tordre,  j 
on  peut  suspendre  à  la  dure-mère,  mais  jamais 

à  l'organe  lui-même,  et  à  sa  partie  inférieure.  i 
un  poids  léger  (non  métallique,  une  pierre  cou- 
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sue  dans  un  petit  sac  en  toile,  par  exemple) 
nui  mauitiendra  la  pièce  sous  le  liquidée 
qui  favorisera  la  direction  droite  que  doit 
occuper  l'axe  spinal  durant  l'acte  du  durcisse- 

"^a!aque  bocal  contenant  une  pièce  sera 
soigneusement  étiqueté;  on  mentionnera  a 
date  de  la  mort,  celle  de  l'immersion  c  e  a 
nièce  le  nom  du  sujet,  la  désignation  de  la 
pièce'  la  nature  du  liquide,  les  dates  où  1  on 
changera  la  solution  du  durcissement. 

Nous  croyons  que  les  vases,  bocaux,  réci- 
pients, etc.,  qui  contiennent  des  pièces  à  dur- 
cir doivent  être  opaques  et  être  placés  à  l'abri 
de  la  lumière  solaire,  celle-ci  décomposant, 
d'après  ce  que  nous  avons  aussi  pu  observer, 
les  solutions  de  sels  chromiques  Tous  ces  réci- 
pients seront  constamment  tenus  couverls, 
c'est-à-dire  fermés. 

Durant  les  premiers  jours  du  durcissement 
très  particulièrement,  mais  en  général  aussi 
pendant  toute  la  durée  de  cet  acte,  nous 
recommandons  l'emploi  de  solutions  faibles. 
Une  grande  cause  d'insuccès  git,croyons-nous, 
dans  l'immersion  des  pièces  dans  des  solutions 
trop  fortes.  Il  est  des  cas  où  l'on  doit  employer 
des  solutions  très  chargées  de  sels  chromiques  ; 
lorsqu'on   s'aperçoit,   par   exemple,  qu'une 
pièce,  un  cerveau  entier,  se  durcit  mal  ou  trop 
lentement,  ou  que  par  places  il  se  décompose, 
il  faut  alors  avoir  recours  à  des  solutions  con- 
centrées. Mais  dans  la  règle,  pour  les  2-3  pre- 
mières semaines,  une  solution  à  i  1/2-2  0/0 
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pour  les  pièces  de  volume  restreint  et  2  0/0- 
2  1/2  0/0  pour   les   pièces   moyennes  ou 
grosses  suffira.   A  mesure  que  le  durcisse- 
ment avance,  en  général  après  15-20  jours 
nous  remplaçons  pour  les  grandes  pièces,  pour 
le  cerveau  durci  m  loto,  la  solution  initiale  par 
une  autre  à  3  1/2  0/0,  tandis  que  nous  laissons 
les  petites  pièces  dans  la  solution  faible.  Il  est 
une  observation  qu'ont  faite  tous  ceux  qui  se 
sont  occupés  de  technique  microscopique  du 
S.  N.  G.,  à  savoir  :  que  les  différentes  parties 
de  l'organe  cérébro-spinal  durcissent  chacune 
plus  ou  moins  vite;  que,  suivant  les  différents 
organismes,  le  durcissement  se  fait  d'une  façon 
différente,  tant  au  point  de  vue  de  la  durée  né- 
cessaire à  l'atteindre  que  de  la  manière  dont  il 
s'effectue.  Ainsi,  les  différentes  parties  de  la 
moelle  spinale  et  de  la  moelle  allongée  durcis- 
sent, en  général, chez  le  mém  e  sujet.plus  lente- 
ment que  les  différentes  portions  du  cerveau 
proprement  dit  (28).  Les  premières  ont  souvent 
atteint  un  degré  de  durcissement  suffisant, 
alors  que  les  secondes  sont  déjà  trop  dures, 
ou  bien  celles-ci  sont  à  point,  alors  que  celles- 
là  sont  encore  trop  molles  (27).  La  substance 
cérébrale  est  la  substance  nei'veuse  qui  durcit 
le  plus  rapidement,  la  substance  spinale  le 
plus  lentement;  le  cervelet,  la  protubérance 
et  la  partie  supérieure  de  la  moelle  allongée 
forment  deg  étapes   de  transition,  eu  égard 
à  la  rapidité  du  durcissement,  entre  la  moelle 
spinale  et  le  cerveau.  L'organe  cérébro-spinal 
des  organismes  inférieurs  durcit,  dans  la  règle, 
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plus  rapidement  et  mieux  (et  se  laisse  aussi 
mieux  colorer)  que  celui  des  vertébrés  supé- 
rieurs et  que  celui  de  l'homme  surtout  (71). 
Plus  l'axe  cérébro-spinal  d'un  organisme  est 
susceptible  d'un  durcissement  prompt,  plus 
faible  doit  être  la  solution  durcissante  à  em- 
ployer. Ce  sont  là  des  règles  que  l'expérience 
a  consacrées,  mais  qui  n'ont  cependant  rien 
d'absolu. 

Le  temps  nécessaire  pour  obtenir  un  durcis- 
sement convenable  est  très  variable  ;  cela 
dépend,  comme  nous  venons  de  le  voir,  de  la 
nature  de  l'organisme,  auquel  la  pièce  a  été 
enlevée,  de  son  état  de  fraîcheur  plus  ou  moins 
complet  au  moment  de  l'immersion  dans  le 
premier  bain,  des  soins  apportés  à  changer  le 
liquide,  de  la  température  du  liquide  et  du 
milieu  ambiant,  de  la  grosseur  de  la  pièce  et 
de  sa  consistance  particulière  physiologique  ou 
pathologique,  etc.,  etc. 

Un  cerveau  de  poisson,  d'oiseau,  des  pièces 
de  dimensions  restreintes  seront  durcis  en 
quelques  semaines  ;  d'autres  pièces  de  même 
volume  ne  le  seront  qu'au  bout  de  quelques 
mois,  d'autres  le  seront  déjà  après  un  temps 
plus  court.  Une  moelle  spinale  humaine  exige 
parfois  près  d'un  an  pour  durcir  convena- 
Ijlemenl  ;  les  hémisphères,  un  cerveau,  peuvent 
l'être  suffisamment  après  6-8  mois,  sou- 
vent même  moins,  de  séjour  dans  le  liquide 
durcissant  (28).  Le  degré  de  consistance,  de 
durcissement  voulu  est  jugé  obtenu  lorsque, 
avec  un  rasoir  bien  mouillé,  on  peut  faire  sur 
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l'organe  des  coupes  transversales  el  longitudi- 
nales d'une  venue,  bien  égales,  fines,  et  que 
les  substances  blanche  et  grise  ont  acquis  un 
aspect  caractéristique.  La  substance  blanche 
ne  doit  pas  se  différencier  de  beaucoup  d'avec 
la  substance  grise.  Les  pièces  sur  lesquelles  on 
constate  une  différence  très  marquée  entre  ces 
substances  se  colorent  d'ordinaire  mal  ou  pas 
du  tout.  Les  pièces  qui  sont  devenues  trop  fon- 
cées, surtout  pour  ce  qui  concerne  des  mor- 
ceaux du  cerveau  proprement  dit,  sont  difficiles 
à  colorer  et  s'effritent  facilement.  C'est,  en 
définitive,  l'expérience,  l'habitude  du  toucher, 
l'œil,  qui  fixent  en  dernier  ressort  le  moment 
où  le  durcissement  paraît  être  achevé.  La  pièce 
doit  être  dure  et  cependant  présenter  un  cer- 
tain degré  d'élasticité;  elle  doit  être  dure, 
mais  partout  également,  et  ne  pas  présenter 
de  places  plus  molles  que  d'autres. 

Il  importe  de  suivre  avec  attention  le  travail 
de  durcissement,  en  palpant  délicatement  de 
lempsen  temps  chaque  pièce,  pour  éviter  que, 
par  un  séjour  trop  prolongé  dans  la  solution 
chromique,  les  tissus  ne  deviennent  trop  durs. 
Les  pièces  trop  dures  ne  se  coupent  plu.:; 
jamais  bien  ;  les  coupes  se  recroquevillent  sur 
le  couteau,  se  fissurent,  se  plissent  et  se  cas- 
sent ;  elles  prennent  mal  la  couleur.  Si  l'on 
constatait  ce  surdurcissement  caractéristique, 
il  faudrait  plonger  de  suite  la  pièce  dans  de 
l'eau  distillée  tiède;  mais  le  plus  souvent  déjà 
il  est  trop  tard;  on  aura  beau  la  baigner  pen- 
dant des  semaines  et  des  mois,  elle  ne  se 
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ramollira  que  rarement  el  elle  doit  être  le  plus 
souvent  considérée  comme  perdue,  tout  au 
moins  pour  des  coupes  à  colorer  ;  comme 
objet  d'anatomie  topographique,  elle  pourra 
rendre  encore  service.  De  certaines  pièces  su- 
bissent très  rapidement,  malgré  une  surveil- 
lance suivie,  ce  surdurcissement  contre  lequel 
on  est  impuissant.  Ce  sont,  en  gênerai,  celles 
de  grandes  dimensions,  les  hémisphères  de 
l'homme  surtout;  cela  tient  évidemment  a  une 
trop  longue  durée  du  bain  durcissant. 

Les  bocaux  qui  contiennent  des  pièces  a 
durcir  doivent  être  tenus  dans  un  local  frais, 
sec,  à  température  égale. 

Weigert  a  prouvé  que  le  durcissement  des 
centres  nerveux  par  le  liquide  de  Mûller  on 
parcelui  d'^r/«c/a  —  d'autres  ontvérifiéle  fait 
pour  ce  qui  concerne  la  solution  aqueuse  de 
bichromate  de  potasse  simple  -  se  faisait  d'une 
manière  beaucoup  plus  rapide  en  plaçant  les 
bocaux  dans  un  endroit  chaud  ou  dans  une 
étuve  à  30-40°  C.  qu'en  les  laissant  à  la  tem- 
pérature d'une  chambre  ou  d'un  laboratoire 
ordinaire.  Cela  est,  mais  le  durcissement  ainsi 
obtenu    donne  des    résultats  moins  égaux, 
moins  sûrs,  et  nous  croyons  que,  de  même  que 
la  coloration,  pour  être  nette  et  constante,  doit 
se  faire  lentement  au  moyen  de  solutions  colo- 
rantes plutôt  faibles,  mais  dont  le  contact  avec 
les  tissus  sera  prolongé,  de  même  le  durcisse- 
ment, pour  qu'il  puisse  se  faire  régulièrement, 
intimement,  progressivement,  doit  être  lent 
et  se  faire  à  une  température  plutôt  basse. 
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Il  se  produit  fréquemment  dans  les  bocaux 
ou  plongent  des  pièces  à  durcir,  des  colonies 
d  algues  qui,  ou    bien  forment  comme  un 
gâteau  épais,  nageant  h  la  surface  du  liquide, 
ou  bien  s'attachent  en  filaments  visqueux,  plus 
ou  moins  consistants,  sur  la  périphérie  des 
pièces  ou  dans  les  anfractuosités  qui  s'y  trou- 
vent. Piej-ret  (1)  veut  avoir  observé  que  ces 
moisissures  amènent,  au  bout  d'un  certain 
temps,  la  décoloration  de  la  solution  durcis- 
sante et  veut  avoir  profité  de  ce  fait  pour  dé- 
colorer la  pièce  elle-même  lorsque  le  durcis- 
sement complet  a  été  obtenu,  en  semant  de 
ces  moisissures  dans  le  liquide  chromique. 
L'action  de  ces  moisissures  est  très  variable  ; 
nous  croyons  que,  sur  certaines  pièces,  elles 
entravent  le  durcissement  régulier;  d'autres 
fois,  elles  provoqueraient,  si  l'on  n'y  veillait,  le 
surdurcissemenl;  d'autres  fois  encore  leur  ac- 
tion paraît  ne  pas  être  nuisible;  la  couleur  de 
la  pièce  varie  alors  du  vert  jaune  clair  au  noir 
brun.  Nous  pensons  qu'il  vaut  mieux  éviter 
l'apparition  de  ces  moisissures  en  changeant 
fréquemment  le  liquide,  et,  lorsqu'elles  se  sont 
produites,  en  débarrasser  les  pièces  le  plus 
rapidement  possible  au  moyen  d'un  lavage 
soigneux   à  l'eau   fraîche;  mais  elles  sont 
parfois  si  adhérentes,  qu'il  faut  faire  attention 
de  ne  pas  gâter  la  pièce  en  voulant  la  nettoyer. 
Des  brisures  de  camphre  n'empêchent  pas  leur 
formation. 
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Conservation  ultérieure  des  pièces. 

Les  pièces  qui  après  leur  durcissement 
devront  attendre,  pour  une  cause  ou  pour  une 
autre,  un  traitement  subséquent,  ou  celles  qui 
sont  destinées  à  être  conservées  telles  quelles 
peuvent  être  traitées  de  la  façon  suivante  :  ^ 

lo  Les  pièces  ou  morceaux  destinés  à  être 
enrobés  plus  tard,  en  vue  de  la  coloration  des 
gaines  à  myéline  (selon  Weigert,  Pal,  etc.), 
seront  plongés  de  suite  dans  l'alcool  au  titre 
prescrit  par  la  méthode  qu'on  emploiera,  en 
général  de  l'alcool  à  70  0/0. 

Le  liquide  sera  fréquemment  renouvelé,  car 
il  se  souille  abondamment  ensuite  des  préci- 
pités qui  s'y  forment,  surtout  au  début.  Au 
bout  d'un  certain  laps   de  temps,   ce  qui 
dépend  de  la  dimension  des  pièces,  de  leur 
nature  et  de  l'état  du  durcissement,  l'élimina- 
tion des  sels  chromiques  est  déjà  si  avancée 
qu'on  court  le  danger  de  ne  plus  trouver  dans 
les  gaines  assez  de  ces  sels  pour  obtenir  avec 
l'hématoxyline  la  combinaison  classique  vou- 
lue, la  laque  caractéristique  des  images  de  colo- 
ration hématoxylinique.  Les  pièces  sont  alors 
tout  à  fait  vertes  et  peuvent  se  prêter  à  d'au- 
tres méthodes  de  coloration,  celles  d'Upson 
par  exemple,  pour  lesquelles  cette  couleur 
verte  est  de  rigueur;  mais  elles  réclameront, 
pour  la  coloration  ultérieure  des  gaines,  un 
nouveau  bain  chromo-potassique. 
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Il  sera  toujours  préférable  d'enrober  ces 
pièces,  leur  durcissement  obtenu,  et  de  les 
conserver  à  l'état  de  blocs  dans  l'alcool  prescrit. 
■  2"  Les  pièces  ou  morceaux  destinés  exclusi- 
vement à  la  coloration  des  cellules  et  des 
cylindraxes,  très  spécialement  à  la  coloration 
au  carmin,  seront  conservés  dans  une  solution 
très  faible  de  bichromate  de  potasse  (1/4, 
1  0/0),  ou  simplement  dans  de  l'eau  distillée, 
qu'on  changera  de  temps  à  autre  et  à  laquelle, 
à  mesure  que  la  pièce  rendra  ses  sels,  on 
ajoutera  quelques  gouttes  de  liqueur  de  Mill- 
ier ou  de  solution  de  bichromate,  suivant  la 
méthode  à  employer.  En  général,  il  faut  ne 
pas  attendre  trop  longtemps  et  couper  le  plus 
tôt  possible.  Les  pièces  destinées  au  micro- 
tome de  Gudden  sont  immergées  dans  de 
l'eau. 

Les  bocaux  seront  couverts  et  placés  à  l'abri 
de  la  lumière  solaire. 

3°  Les  pièces  durcies  autrement  que  par  des 
liquides  au  bichromate,  ainsi  les  pièces  durcies 
à  l'alcool  en  vue  de  la  coloration  au  bleu  d'ani- 
line, celles  durcies  aux  mélanges  osmiques, 
au  sublimé  corrosif,  etc.,  restent,  jusqu'à  trai- 
tement subséquent,  dans  le  liquide  de  durcisse- 
ment complémentaire  (alcool,  alcool  iodé, 
etc.).  Voir  ces  méthodes. 

4"  Les  pièces  qui  ne  sont  pas  destinées  à 
être  coupées,  mais  qui  doivent  figurer  dans 
une  collection  ou  servir  d'objets  de  démonstra- 
tion, coutinuent  à  séjourner  dans  le  liquide  de 
durcissement.  Les  pièces   durcies  dans  de 
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1-alcool  spécial  passent  alors  dans  de  l'esprit- 
de-vin  ordinaire.  Les  pièces  duroes  dans  nu 
liquide  au  bichromate  peuvent  aussi  passer 
dans  de  l'alcool  d'abord  à  60  0/0,  puis  succes- 
sivement porté  à  95  0/0. 

Pour  l'enseignement,  il  est  Pi-^^férable  de 
durcir  les  grandes  pièces  (cerveaux)  d  emblée 
dans  de  l'alcool  pur  ou  dans  un  mélange  d  al- 
cool et  de  chlorure  de  zinc,  mélange  dans 
lequel  on  les  conservera  aussi  dans  la  suite. 

La  méthode  de  conservation  du  professeur 
LaskowBki  (15)  peut  s'appliquer  égalenient  a 
l'encéphale  ou  à  toute  pièce  du  S.  N.  L.  Un 
durcit  la  pièce  en  question  dans  une  solution 
alcoolique  saturée  de  chlorure  de  zinc.  Le  dur- 
cissement obtenu,  la  pièce  passe  pour  15>20 
jours  dans  un  bain  de  glycérine  phéniquee  k 
5  0/0,  après  quoi  on  peut  la  conserver  a  l  air, 
ou  bien  elle  reste  dans  la  glycérine.  La  subs- 
tance grise  y  ressort  très  nettement  au  moment 
où  l'on  fait  des  incisions  sur  l'organe  ou  sur 
une  coupe  ;  mais  celle-ci  s'altère  souvent  et 
prend  une  teinte  uniforme  et  caractéristique. 

Pour  de  petits  encéphales  et  pour  l'étude  des 
relations  topographiques,  on  peut  durcir  l'objet 
dans  un  mélange  à  parties  égales  de  glycérine 
et  d'acide  acétique,  et,  après  24  heures  de 
séjour  dans  le  liquide,  finir  le  durcissement  et 
conserver  la  pièce  dans  le  liquide  de  Millier 
(procédé  de  Duval){5).  Cette  méthode  donne 
aux  pièces  une  consistance  suffisante;  elles  ne 
sont  pas  friables,  mais  elles  ne  peuvent  pas 
servir  à  faire  des  coupes. 
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La  méthode  de  conservation  mentionnée 
par  Schioalbe  (16)  et  qui,  croyons-nous,  pro- 
vient de  Bischofj  (?)  peut,  à  l'occasion,  rendre 
service  : 

1°  Placer  le  cerveau  irais  dans  une  solution 
concentrée  de  chlorure  de  zinc. 

2°  Enlever  la  pie-mère  pendant  que  l'organe 
flotte  dans  ce  liquide. 

3"  Environ  8  jours  après  celte  immersion, 
bain  d'alcool  à  95  0/0. 

4°  Bain  de  quelques  jours  dans  cet  alcool, 
puis  bain  d'alcool  absolu. 

La  déshydratisation  doit  être  complète;  le 
séjour  dans  l'alcool  absolu  sera,  par  consé- 
quent, plutôt  trop  long  que  trop  court. 

5°  La  pièce  déshydratée  passe  dans  un  bain 
de  xylol  ou  d'essence  de  térébenthine.  Durée 
du  bain  :  au  moins  une  semaine. 

6°  L'organe  passe  dans  un  bain  de  paraffine 
(fondue  à  50-55°  C),  dans  l'étuve  à  une  tempé- 
rature suffisamment  chaude  pour  empêcher  la 
paraffine  de  se  prendre.  Durée  de  cet  acte  : 
environ  une  semaine. 

7°  En  sortant  de  ce  bain,  on  plonge  la  pièce 
dans  un  baquet  d'eau  froide,  afin  que  la  masse 
se  refroidisse  en.  flottant  sur  l'eau.  On  évite 
ainsi  les  déformations  qui  se  produiraient  en 
plaçant  l'organe  dans  un  récipient.  Il  reste  à 
enlever  la  paraffine  prise  sur  la  surface  du  cer- 
veau. Pour  cela,  on  promène  une  petite  éponge 
imbibée  d'alcool,  fixée  au  bout  d'une  pincette 
et  qu'on  aura  enflammée,  à  une  certaine  dis- 
tance de  la  surface  de  l'organe.  La  paraffine 
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fondue  on  peut  peindre  telles  parties  du  cer- 
veau qu'on  voudra  (circonvolutions,  centres 
IT)  avec  des  couleurs  à  l'huile.  L'essentiel  est 
de  déshydrater  la  pièce  à  fond  ;  sans  cela,  elle 
s  lïlati'ne  et  seU  teUement  qu^in  ui-cis- 
sement  ordinaire  au  bichromate  de  potasse 
eût  mieux  valu.  ■  „t 

Ce  procédé  est  un  peu  complique  et  pasba 

blement  coûteux.  . 

I-Jermann  (3)  en  décrit  un  autre  suivan 
Siieda,  qui  est  plus  simple  et  qu  on  peut 
appliquer  avec  une  dépense  minime  : 

'loLe  cerveau  passe,  tel  qu'il  a  ete  enlevé, 
dans  une  solution  concentrée  de  chlorure  de 
zinc,  et  ce  pour  2-3  jours. 

2°  Cela  fait,  on  enlève  la  pie-mere  et  on 
immerge  le  cerveau  pour  15  jours  environ  dans 
de  l'alcool  à  96  0/0. 

3°  Il  passe  ensuite  dans  de  la  térébenthine, 
où  il  séjournera  pendant  2-4  semaines; 

4°  Sur  ce,  l'organe  passe  dans  un  bain  de 
vernis  à  l'huile  pour  un  laps  de  temps  qui  varie 
de  13  jours  à  plusieurs  semaines. 

On  a  voulu  conserver  des  encéphales  dans 
des  mélanges  de  vinaigre  et  de  créosote,  d'al- 
cool mélhylique,  etc.  ;  mais  ces  méthodes  de 
conservation  ne  valent  pas  celles  à  l'alcool  m 
les  procédés  dont  nous  venons  de  parler. 

Pour  de  plus  amples  renseignements,  voir 
les  traités  de  technique  microscopique. 

Les  coupes  qu'on  ne  tient  pas  à  colorer  peu- 
vent, après  leur  élaboration,  être  simplement 
déshydratées  et  conservées  telles  quelles  dans 
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'îe  la  glycérine.  On  les  place  alors,  sur  un 
porte-objet  correspondant  à  leur  diamètre 
dans  le  bain  d'alcool,  et,  au  sortir  de  ce  bain' 
on  les  recouvre  du  ne  abondante  couche  de 
glycérine;  comme  couvre-objet,  se  servir  de 
plaques  de  verre  un  peu  épaisses  ;  les  bords 
du  couvre-objet  seront  essuyés  et  on  lutera 
la  préparation  obtenue  soit  avec  de  la  paraf- 
fine, soit  avec  de  la  laque. 

Ces  préparations  à  la  glycérine  donnent  par- 
fois, pour  les  grandes  coupes  transversales  ou 
longitudinales  du  cerveau,  du  bulbe,  du  cer- 
velet, de  bonnes  images  d'ensemble. 

Sur  les  espaces  atteints  de  dégénérescence, 
on  voit  alors  les  fibres  nerveuses  restées 
saines  ressortir  nettement  du  milieu  atteint. 


CHAPITRE  III 
A.  —  Traitement  SUBSÉQUENT  des  pièces  nu 


Voici  des  pièces  convenablemeul  durcies. 
\vant  de  leur  faire  subir  un  Irailement  com- 
plémentaire en  vue  de  la  coloration,  une  ques- 
tion s'impose  :  que  voulons-nous  colorer 

Le  durcissement,  l'enrobement,  l'élabora- 
tion des  coupes,  actes  très  importants  en  eux- 
mêmes  et  relativement  au  sort  final  d'une  pièce 
donnée,  ne  constituent,  dans  le  cours  de  la 
technique  microscopique  cependant,  qu'autant 
d'actes  préparatoires;  car  c'est,  en  lin  de 
compte,  dans  la  coloration  des  éléments  ner- 
veux que  se  résument  et  aboutissent  toutes  les 
manipulations  nécessaires  pour  obtenir  une 
préparation  microscopique  proprement  dite. 
Or,  les  plus  simples  d'entre  les  innombrables 
méthodes  de  coloration  exigent,  outre  leurs 
procédés  de  teinture  spéciaux,  le  traitement 
préliminaire  particulier  d'une  pièce  destinée  à 
fournir  des  images  colorées  :  d'où  la  nécessité, 
au  point  où  nous  en  sommes  arrivés,  de  faire 
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un  choix  parmi  ces  méthodes,  car  de  ce  choix 
dépendra  la  mai'che  à  suivre  pour  chaque  cas, 
c'est-à-dire  pour  chaque  pièce. 

Nous  croyons  qu'on  peut  grouper  les  diffé- 
rentes méthodes  de  coloration  de  la  manière 
suivante  : 

1°  Le  groupe  des  méthodes  qui  ont  pour  but 
la  coloration  exclusive  des  cellules  avec  leurs 
prolongements  (cylindraxes).  Type:  coloration 
au  carmin,  à  l'anihne  blue-black,  méthodes  de 
Rehm,  etc.,  etc. 

2°  Le  groupe  de  celles  dont  la  technique 
consiste  à  colorer  ou  à  laquer  les  gaines  de 
myéline.  Type  :  méthodes  de  Weigert,  de 
Pal,  etc. 

3°  Le  groupe  des  procédés  de  teinture  qui  se 
sont  donné  pour  tâche  d'atteindre  une  colora- 
tion simultanée  des  cellules  avec  leurs  prolon- 
gements et  des  gaines  de  myéline,  et  qui 
représentent  souvent  des  combinaisons  des 
méthodes  des  autres  groupes.  Leurs  résultats 
se  traduisent  par  des  colorations  ou  teintures 
proprement  dites.  Type  :  méthode  à  la  saffra- 
nine,  à  la  galléine,  à  la  fuchsine  acide,  etc., 
ou  par  des  pseudo-imprégnations  métalliques 
avec  coloration,  les  éléments  imprégnés  étant 
susceptibles  d'être  éclaircis.  Type  :  méthodes 
à  l'or,  au  palladium,  etc.  C'est  pour  nous  le 
groupe  des  méthodes  mixtes. 

4°  Enfin,  le  groupe  des  méthodes  qui  ont 
pour  objectif  non  plus  la  coloration  des  élé- 
ments nerveux,  mais  leur  imprégnation  métal- 
lique au  sens  strict  du  mot,  avec  formation  de 
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nrécinités  nombreux  dans  l'inlimité  même  des 
éléments  nerveux,  ceux-ci  n'étant  plus  suscep- 
tibles d'éclaircissement,  et  ressortant  alors  en 
noir  sur  le  fond  plus  ou  moins  incolore  des 
tissus  circumvoisins.  Type  :  les  méthodes  de 
Golgi,  et  les  modifications  récentes  apportées 
nar'différents  auteurs  à  ces  méthodes. 

Accessoirement,  et  cela  est  impliqué  dans 
le  choix  d'une  de  ces  méthodes,  nous  avons 
à  décider  comment  la  pièce  sera  coupée,  et, 
par  conséquent,  à  quel  mode  d'enrobement  ' 
ou  d'inclusion  nous  avons  à  donner  la  préfé- 
rence, pour  mener  à  bien  l'élaboration  des 
coupes  destinées  à  fournir  des  images  colo- 
réGs. 

A  cet  égard  aussi,  nous  classons  ces  actes 
préparatoires  sous  quatre  chefs  : 

1°  L'inclusion  simple,  provisoire,  amovible, 
destinée  plutôt  aux  pièces  qui  ne  doivent  don- 
ner que  quelques  coupes  isolées. 

2°  L'enrobement  à  la  paraffine. 

3°  L'enrobement  à  la  celloïdine. 

Ces  enrobements  sont  destinés  à  transformer 
une  pièce  en  un  bloc  de  consistance  homogène, 
résistante.  Ils  sont  définitifs,  inamovibles  et 
se  prêtent,  avant  tout,  aux  longues  séries  de 
coupes. 

4°  L'inclusion  ou  l'enchâssement  dans  le  mi- 
crolomede6'tu/c/en  au  moyen  d'une  masse  stéa- 
rinique  (ou  de  paraffines  différentes),  liquide 


1.  Nous  préférons  le  mot  d'enrobement  à  celui  à'en- 
robage,  employé  par  d'autres  auteurs  français. 

4 


62  TECnNIQUE  MICROSCOPIQUE 

d'abord  el  qui  se  solidifie  par  refroidissement. 
En  tenant  compte  des  données  qui  précèdent, 
nous  pouvons  formuler,  à  l'endroit  des  pièces 
durcies  et  relativement  au  traitement  subsé- 
quent, les  suppositions  suivantes  : 
,  a.  Nous  supposons  que  la  pièce  que  nous 
avons  en  main  doive  fournir  des  coupes  des- 
tinées à  être  colorées  exclusivement  en  vue  des 
cellules  avec  leurs  prolongements  (cylindraxes). 

Il  faudra  tout  d'abord  débarrasser  les  tissus 
des  sels  cbromiques  qui  s'y  trouvent  en  excès. 
Pendant  la  période  de  durcissement,  il  s'est 
fait  une  imbibition  complète  du  liquide  chro- 
mique;  les  sels  se  sont  infiltrés  partout,  autour 
des  cellules,  des  prolongements,  ils  se  sont 
entassés  dans  les  gaines,  les  espaces  périvas- 
culaires  et  obstruent  les  vaisseaux  sanguins, 
les  espaces  lymphatiques.  Si  l'on  n'en  débar- 
rassait pas  l'ensemble  d'une  pièce,  les  agents 
colorants,  tels  que  le  carmin,  les  couleurs  d'ani- 
line, etc.,  formeraient  avec  ces  sels  des  combi- 
naisons qui,  au  lieu  de  colorer,  encrasseraient 
les  éléments  nerveux,  ou  bien  ces  agents  colo- 
rants ne  prendraient  pas  du  tout;  le  résultat 
final  serait  gravement  compromis. 

Abstraction  faite  des  méthodes  de  coloration 
spéciale  qui  prévoient  un  bain  détergeant  dans 
de  l'alcool,  à  ,un  titre  donné,  nous  croyons,  à 
cause  de  l'action  nocive  que  l'alcool  exerce  sur 
les  éléments  nerveux,  que  cette  élimination  des 
sels  chromiques  doit  se  faire  dans  l'eau  distillée 
ou,  pour  raisons  d'économie,  lorsqu'il  s'agit  de 
grandes  pièces,  dai,s  de  l'eau  bouillie.  La  pièce 
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sera  plongée  dans  une  grande  quantité  do 
liquide,  qu'on  changera  plusieurs  fois  par  jour 
au  début,  puis  journellement,  enfin  aussi  long- 
temps que  l'eau  continuera  à  se  colorer  en 
jaune,  ne  serait-ce  que  faiblement.  Cette  série 
de  bains  détergeants  peut  exiger  un  temps  plus 
ou  moins  long;  il  n'y  a  pas  de  règles  fixes  à 
établira  cet  égard.  Il  faut  surveiller  la  pièce  en 
traitement,  empêcher  la  formation  de  moisis- 
sures et  de  temps  en  temps,  par  le  palper,  se 
rendre  compte  de  la  consistance  de  la  pièce; 
de  certaines  altérations  (ramollissement)  sur- 
venant quelquefois  dans  de  certains  états 
pathologiques. 

L'eau  tiède  accélère  le  travail  d'élimination 
des  sels  chromiques  ;  aussi,  lorsqu'on  est  pressé, 
peut-on  placer  le  bocal  dans  un  bain-marie  de 
durée,  ou  dans  une  étuve  très  légèrement  chauf- 
fée, ou  sur  un  poêle,  etc.,  en  maintenant  la 
température  de  l'eau  à  celle  de  l'eau  tiède  clas- 
sique. Les  alternatives  brusques  de  chaud  el 
de  froid  altèrent  la  consistance  de  la  pièce;  les 
transitions  de  température  seront  donc  lentes; 
les  bocaux  seront  tenus  couverts  et  à  l'abri  do 
la  lumière.  Lorsque  l'eau  du  bain  détergeanl, 
ne  se  colore  absolument  plus  en  jaune,  la  pièce 
•est  prête  à  être  enrobée  et  coupée. 

Les  pièces  qui  ont  subi  un  bain  détergeant 
dans  de  l'alcool  en  vue  d"une  méthode  spéciale 
sont  enrobées  généralement  à  la  celloïdine  ; 
celles  qui  ont  passé  par  l'eau  seront  incluses 
de  préférence  dans  le  microtome  de  Gudden, 
pour  être  coupées  sous  l'eau. 
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b.  Nous  supposons  que  la  pièce  doit  être 
traitée  suivant  l'une  des  méthodes  de  coloration 
des  gaines  de  myéline. 

La  pièce  durcie  est  débarrassée  des  derniers 
vestiges  d'enveloppes,  vaisseaux,  etc.,  qui  pour- 
raient s'y  trouver  encore  et  passe,  sans  avoir 
été  lavée  à  l'eau,  dans  l'alcool  au  titre  prescrit 
par  la  méthode  qui  sera  employée,  en  général 
dans  de  l'alcool  à  60-70  0/0.  Elle  reste  dans  ce 
bain,  dont  on  augmente  parfois  progressive- 
ment le  titre,  un  laps  de  temps  dont  la  durée 
est  indiquée  par  chaque  méthode.  Pour  être 
subséquemment  enrobées,  soit  dans  la  paraf- 
fine, soit  dans  la  celloïdine,  les  pièces  doivent 
être  complètement  déshydratées. 

c.  Nous  supposons  qu'une  pièce  doive  fournir 
des  images  de  cellules  avec  leurs  prolonge- 
ments et  de  gaines  à  myéline. 

Nous  ne  parlons  pas  ici  des  images  à  colo- 
ration double,  ovi  la  coupe  a  été  traitée  d'abord 
en  vue  des  gaines  et  ensuite  en  vue  des  cellules. 

C'est  un  acte  spécial,  complémentaire  de  la 
coloration  myélinique. 

Notre  supposition  implique  deux  éventua- 
lités : 

l°Nous  désirons  que  toutes  nos  coupes  soient 
colorées  en  vue  des  cellules  et  des  gaines,  que 
les  images  soient  uniformes.  Pour  cela,  nous 
ferons  choix  d'une  méthodedu  troisièmegroupe, 
et  nous  ferons  subir  à  la  pièce  le  traitement 
prévu  par  la  méthode  à  laquelle  nous  nous 
arrêterons  (méthodes  mixtes  :  Upson,  Strœbe, 
Adamkievicz,  etc.). 


TRAITlîMEMT  SUBSÉQUENT 


65 


2°  Nous  désirons  obtenir  alternalivemcnt  des 
images  de  cellules  et  des  images  de  gaines  de 
la  même  pièce.  Pour  cela,  nous  traiterons  la 
pièce  ainsi  qu'il  a  été  dit  à  l'article  a  et  b. 
Comme  en  a,  lorsque  nous  voulons  plutôt  des 
images  à  cellules  et  exceptionnellement  des 
images  à  gaines,  les  coupes  destinées  à  la 
coloration  myélinique  seront  nlors  plongées 
dans  un  bain  chromo-potassique,  pour  s'impré- 
gner de  nouveau  d'une  certaine  quantité  de 
sels  chromiques  nécessaires  pour  la  formation 
de  la  laque  caractéristique  dans  les  gaines. 
Comme  en  b,  lorsque  nous  voulons  plutôt  des 
images  à  gaines  et  exceptionnellement  des 
images  à  cellules,  les  coupes  destinées  à  la 
coloration  cellulaire  seront  largement  lavées  à 
l'alcool,  puis  à  l'eau  distillée  et  traitées  selon  la 
méthode  de  coloration  choisie. 

(/.  Nous  supposons  que  la  pièce  doive  être 
imprégnée  de  sels  métalliques  en  vue  de  pré- 
cipités, tels  que  nous  les  montrent  les  méthodes 
de  Golgi. 

Nous  sortons  la  pièce  du  bain  durcissant  et, 
sans  la  laver  à  l'eau,  nous  l'immergeons  dans  le 
liquide  prescrit  par  la  méthode  (argent,  su- 
blimé). 

La  plupart  des  pièces  sontalors  coupéestelles 
quelles,  plus  rarement  après  avoir  subi  un 
enrobement  celloïdiné  (jamais  de  paraffine). 
On  peut  les  couper  à  la  main  (rasoir),  puis- 
qu'elles ne  fournissent,  dans  la  règle,  pas  de 
vraies  séries.  Leurs  manipulations  spéciales 
sont  indiquées  aux  méthodes  en  question. 

4. 
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e.  Nous  supposons  que  la  pièce  ne  peut  pas 
être  coupée  de  suite,  ou  que  nous  désirons  la 
conserver  telle  quelle. 

On  la  conserve  alors  dans  une  solution 
faible  de  bichromate  1/^-3/4-1-1  1/2  0/0,  ou 
bien,  lorsqu'on  est  presque  certain  d'employer 
dans  la  suite  une  coloration  du  deuxième  groupe, 
on  l'immerge  provisoirement  dans  de  l'alcool 
à  70  0/0. 

Les  petites  pièces  destinées  à  ne  fournir  que 
quelques  coupes  isolées  peuvent  être  simple- 
ment collées  sur  un  bouchon  au  moyen  de  cel- 
loïdine  épaisse  (B).  Le  bouchon  qui  les  sup- 
porte sera  taillé  de  façon  à  entrer  commodé- 
ment dans  la  pince  du  microtome. 

On  peut  encore  les  emmailloter  dans  du 
papier  buvard  ou  Josèphe  préalablement 
ramolli  dans  de  l'eau,  ou  les  enchâsser  dans 
une  cavité  taillée,  en  rapport  de  leurs  dimen- 
sions, dans  un  morceau  de  moelle  de  sureau. 

L'enrobemenl  simple  ou  inclusion  peut  se 
faire  dans  une  petite  boîte  de  papier  ou  de  car- 
ton, dans  laquelle  on  place  l'objet  et  où  on 
l'arrose  de  la  masse  liquide  qui  devra  durcu- 
ensuite  en  se  moulant  sur  lui.  La  boîte  en 
question  se  laissera  facilement  défaire  lorsque 
l'inclusion  sera  complète,  c'est-à-dire  que  la 
masse  sera  solidifiée;  elle  peut  servir  à  plu- 
sieurs inclusions.  On  peut,  par  exemple,  entou- 
rer un  bouchon  d'une  collerette  de  papier,  tenue 
en  place  par  une  épingle  ou  gommée  dans  le 
sens  de  sa  longueur.  La  collerette  se  fait  d'une 
bande  de  papier  dont  on  fait  passer  plusieurs 
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hauteur  voulue  et  correspondan  a  la  autem 
c'est-à-dire  aux  dimensions,  de  la  pièce.  Onj 
place  alors  l'objet,  en  l'y  maintenant  au  moyen 
d'épingles,  après  quoi  on  verse  le  liquide  qu  on 
laisse  solidifier  avant  de  retirer  les  épingles 
(Voir  les  traités  de  microscopie). 

Pour  opérer  des  séries  de  coupes  sur  n  im- 
porte quelle  pièce  du  S.  N.  C,  il  ne  saurait 
être  question   d'un  mode  d'inclusion  aussi 
primitif.  La  pièce  doit,  au  contraire,  dans  ces 
cas,  arriver  à  être  imprégnée  de  la  masse  li- 
quide destinée  à  l'enrober  et  faire  corps  avec 
la  masse  durcie.  Il  doit  se  produire  une  péné- 
tration graduelle  de  la  masse  dans  1  intimité 
des  tissus,  de  façon  à  ce  que,  sous  1  actiori  du 
refroidissement  ou  de  la  solidification,  il  se 
forme  un  bloc  compact,  sans  bulles  d  air, 
opaque  ou  demi-transparent,  suivant  le  liquide 
employé  ;  les  coupes  faites  sur  ce  bloc  repré- 
senteront des  disques  au  centre,  c'est-à-dire 
au  milieu  desquels  se  trouve  encastrée,  prise 
comme  dans  un  collet,  la  coupe  proprement 
dite  de  la  pièce. 

Nous  avons  vu  que  les  enrobements  dont  on 
se  sert  en  technique  microscopique  pour  les 
séries  de  coupes  du  S.  N.  C.  sont  ceux  à  la 
paraffine  et  ceux  à  la  celloïdine. 

Voyons  en  quoi  consistent  les  différents 
actes  de  fenrobement. 
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B.  —  Enrobement  a  la  paraffine  (2)  (5), 

Les^  pièces  destinées  à  être  enrobées  dans  la 
paraffine  doivent,  avant  tout,  être  complète- 
ment déshydratées.  La  durée  de  ce  bain  de 
déshydratisation  varie  suivant  le  volume 
d'une  pièce,  le  degré  de  consistance  de  l'objet 
et  le  mode  de  coloration  qu'on  prévoit;  elle 
varie  de  1  à  3  jours  et  plus. 

La  pièce  déshydratée  passe  dans  un  bain  de 
pénétration;  on  emploie  dans  ce  but  un  agent 
dissolvant,  la  paralTine  ;  ce  bain  est  donné 
d'emblée,  ou  l'agent  dissolvant  est  dilué  avec 
de  l'alcool  et  n'est  administré  que  progressive- 
ment. On  peut  se  servir  dans  ce  but  de  xylol, 
de  toluine,  d'essence  de  girofle,  etc.,  ou  de 
chloî-oforme.  Les  uns  donnent  la  préférence 
au  chloroforme,  les  autres  au  xylol.  Le  chloro- 
forme pénètre  bien,  mais  rend  la  pièce  un  peu 
cassante  ;  l'essence  de  cèdre  pénètre  bien  égale- 
ment, sans  présenter  cet  inconvénient. 

Le  bain  de  chloroforme  durera  24  heures. 
La  pièce  sera  toujours  largement  recouverte 
de  liquide.  Pour  une  petite  pièce  (20  centimètres 
au  moins),  le  bain  pris,  la  pièce  passe  dans  la 
solution  suivante  : 

Paraffine   'j  grammes. 

Chloroforme  ■   23  — 

OÙ  elle  restera  pendant  2-8  heures.  Couvrir 
le  bain. 
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Cela  fait,  on  place  la  pièce  à  enrober  dans 
une  cupule  ou  une  auge  à  oiseaux,  el  on  l'ar- 
rose de  paraffine  fondue,  tiède,  mais  non  pas 
chaude.  La  paraffine  ne  doit  pas  avoir  une 
température  de  plus  de  2-3  degrés  au-dessus 
de  son  point  de  fusion. 

On  laisse  la  pièce  en  place  dans  le  récipient 
dans  lequel  on  vient  de  l'arroser  pour  un  mo- 
ment, puis  on  l'enlève  pour  la  placer  dans  une 
autre  auge,  et  on  l'arrose  d'une  nouvelle  quan- 
tité de  paraffine  fondue.  Elle  reste  dans  ce 
second  bain,  qui  a  essentiellement  pour  but 
d'enlever  à  la  pièce  les  dernières  traces  du 
chloroforme,  pendant  1-5  heures.  Il  est  quelque- 
fois nécessaire  de  donner  un  troisième  bain 
pour  enlever  jusqu'aux  dernières  traces  du 
liquide  de  pénétration.  Gela  fait,  on  place  la 
pièce  dans  le  cadre  métallique  de  la  Station  de 
Naples  ou  dans  une  boîte  de  papier,  ou  dans 
un  cylindre  fait  au  moyen  d'un  morceau  do 
carton  blanc,  gommé  ou  épinglé;  bref,  dans  un 
moule  ou  cadre  quelconque. 

Le  tout  est  mis  sur  une  assiette,  sur  une 
grande  plaque  de  verre  ou,  suivant  le  volume 
de  la  pièce,  simplement  sur  un  porte-objet,  et 
on  l'arrose  de  paraffine.  Pendant  que  celle-ci 
est  encore  fluide  et  transparente,  on  donne  à 
la  pièce  la  position  exacte  qu'elle  doit  occuper, 
en  notant,  au  moyen  d'un  point  de  repère 
quelconque,  quelle  partie  de  la  pièce  corres- 
pond à  telle  partie  du  cadre,  de  façon  à  savoir 
plus  tard  par  quel  bout  commencer  les  coupes, 
car,  lorsque  la  paraffine  sera  prise,  le  bloc 
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entier  sera  opaque.  On  immerge  le  tout  dans 
de  l'eau  froide,defaçon^  ce  que  l'eau  n'atteigne 
que  le  bord  supérieur  du  cadre,  sans  qu'elle 
puisse  pénétrer  dans  le  cadre  ou  le  récipient 
lui-même.  La  paraffine  se  prend  assez  rapide- 
ment et  acquiert  insensiblement  une  consis- 
tance toujours  plus  bomogène, qui  facilitera  la 
fabrication  des  coupes.  Une  fois  que  la  paraf- 
fine a  acquis  le  degré  de  durcissement  voulu, 
on  enlève  l'armature  du  cadre  métaUique,  ou 
le  moule  de  papier,  etc.,  et  on  laisse  le  bloc 
dans  l'eau  froide  jusqu'à  durcissement  com- 
plet. 

Pour  fondre  la  paraffine,  on  en  coupe  quel- 
ques morceaux  dans  une  cupule  qu'on  fait 
chauffer  lentement  sur  un  trépied  muni  d'un 
treillis  métallique,  ou  bien  on  place  la  cupule 
dans  une  étuve  ou  sur  un  poêle.  Tenir  la  cu- 
pule toujours  couverte. 

Pour  obtenir  une  bonne  paraffine,  il  est 
nécessaire  de  faire  un  mélange  de  dilférentes 
paraffines  ayant  chacune  un  point  de  fusion 
dilTérent.Ce  mélange,  pour  être  convenable,  ne 
peut  se  faire  que  dans  une  étuve.  11  faut  pou- 
voir disposer  au  moins  de  deux  espèces  de 
paraffines,  l'une  fondant  à  45"  C,  l'autre  à 
52°  C.  La  première  a  une  consistance  moins 
dure,  elle  est  un  peu  molle;  la  seconde  a  le 
grain  plus  serré,  elle  est  plus  cassante,  plus 
dure. 

Pour  faire  le  mélange,  on  prend  générale- 
ment 30  grammes  de  paraffine  à  45"  C.  (molle) 
et  25  grammes  de  celle  à  52°  C,  (dure);  cepen- 
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danl,  il  n'est  pas  toujours  facile  de  fixer 
d'avance  les  proportions  de  chacune  d'elles  ; 
c'est  affaire  d'expérience  et  cela  dépend  aussi 
de  la  consistance  de  la  pièce,  en  outre  de  la 
température  ambiante. 

L'enrobement  dont  nous  parlons  prévoit 
l'emploi  du  microtome  àglissoir;  cependant, 
au  besoin,  un  bloc  paraffiné  pourrait  être 
enchâssé  dans  la  masse  du  cylindre  du  micro- 
tome  de  Gudden,  comme  cela  se  fait  également 
pour  les  blocs  celloïdinés  de  grandes  dimen- 
sions, et  être  coupé  sous  l'eau. 

Cette  méthode  d'enrobement  présente,  en 
regard  de  celle  à  la  celloïdine,  deux  désavan- 
tages :  le  premier  consiste  dans  l'emploi  obli- 
gatoire d'une  étuve  dont  le  prix  est  toujours 
plus  ou  moins  élevé  ;  le  second  dans  l'enlève- 
ment du  collet  de  paraffine  qui  entoure  la 
coupe  proprement  dite  avant  de  traiter  celle- 
ci  par  la  couleur  :  le  collet  absorbe  une  certaine 
quantité  de  couleur  et  ne  la  rend  pas  de  la 
même  façon  dans  le  bain  décolorant  ou  de 
différenciation,  d'où  la  nécessité  de  l'enlever  à 
temps.  Mais  cet  acte  ne  s'accomplit  pas  facile- 
ment; aussi  prudemment  qu'on  opère,  il  arrive 
très  fréquemment  qu'en  cherchant  à  enlever 
le  liséré  de  paraffine,  on  déchire  ou  détériore 
la  coupe.  Pour  remédier  à  cette  complication, 
on  a  proposé  de  plonger  la  pièce,  à  sa  sortie 
du  bain  d'alcool  avant  le  premier  bain  de 
paraffine,  pour  2i.  heures  dans  le  xylol  (Voir 
plus  loin). 

Giesbrtichl  et  Butschli  [in  5)  ont  préconisé 
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pour  l'enrobement  qui  nous  occupe  le  pro- 
cédé suivant  :  La  pièce,  ayant  été  soigneu- 
sement déshydratée  par  l'alcool  absolu,  est 
pénétrée  par  le  chloroforme,  auquel  on  peut 
ajouter,  en  cas  de  nécessité,  un  peu  d'éther 
sulfurique,  pour  l'empêcher  de  flotter  si  elle 
était  très  petite.  On  chauffe  le  tout  au  bain- 
marie  et  l'on  ajoute  au  chloroforme,  par  inter- 
valles, de  petits  morceaux  de  paraffine.  A  me- 
sure que  celle-ci  fond,  on  en  ajoute  d'autres,  et 
l'on  continue  ainsi  aussi  longtemps  que  des 
bulles  d'air  se  dégagent.  Lorsque  les  bulles  ne 
se  forment  plus,  on  peut  être  sûr  que  la  pièce 
est  bien  pénétrée.  On  chasse  le  chloroforme  en 
continuant  à  chauffer  à  la  température  de  la 
fusion  de  la  paraffine,  jusqu'à  ce  que  tout  le 
chloroforme  soit  entièrement  volatilisé. 

Pour  savoir  si  le  chloi-oforme  est  entière- 
ment volatilisé,  il  suffit  de  plonger  une  aiguille 
chauffée  dans  la  masse  ;  elle  ne  doit  provoquer 
aucun  dégagement  de  bulles. 

Lorsqu'on  emploie  l'essence  de  cèdre,  on 
place  la  pièce  dans  un  mélange  de  paraffine  et 
d'essence,  en  fondant  vers  35°  C.  et  en  mainte- 
nant cette  température  au  moyen  d'un  bam- 
marie  ou  dans  une  étuve,  jusqu'à  pénétration 

complète.  . 

Le  mélange  de  ce  premier  bam  se  fait  avec 
parties  égales  d'essence  et  de  paraffine  fon- 
dant à  50°  G.  Après  saturation,  on  sort  la  pièce 
du  mélange,  on  l'arrose  de  la  masse  dont  on 
veut  se  servir  pour  faire  le  bloc  et  on  la  laisse 
dans  ce  second  bain  à  la  température  de  fusion 
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de  la  paraffine  employée.  Puis  on  place  la 
pièce  clans  un  cadre,  on  l'y  oriente,  on  l'arrose 
de  paraffine,  ou  bien  on  laisse  refroidir  le  tout 
dans  le  récipient  qui  a  servi  au  dernier  bain. 
La  durée  de  ces  bains  varie  suivant  la  nature 
de  l'objet  et  son  volume.  Un  embryon,  par 
exemple,  de  la  grosseur  d'un  pois  est  pénétré 
en  30  minutes  souvent  dans  le  mélange  d'es- 
sence, et  en  une  heure  dans  la  paraffine  pure 
fondant  à  43°  C. 

Lespetitespièces  durcies  au  sublimé,  solution 
concentrée  chaude  à  15  O'O,  solution  froide  à 
5  0/0,  passent,  lorsqu'on  veut  les  enrober  à  la 
paraffine,  après  que  le  durcissement  a  été 
obtenu  (quelques  heures,  2  heures  pour  de  ti'ès 
petites  pièces,  suffisent  pour  les  durcir  à  point), 
pour  3-4  heures  dans  de  l'eau  distillée,  puis 
pour  12  heures  dans  de  l'alcool  à  60  0/0. 

En  les  sortant  de  ce  bain,  on  les  plonge  pen- 
dant 24  heures  dans  de  l'alcool  absolu  ;  cela 
fait,  elles  passent  dans  un  mélange  à  parties 
égales  de  .\ylol  et  d'alcool,  où  elles  séjourne- 
ront 12  heures  ;  enfin,  pour  24  heures  dans  du 
xylol  pur.  On  leur  donne  ensuite  le  premier 
bain  de  paraffine,  préparé  à  parties  égales  de 
xylol  et  de  pararilne,et  qui  durera  24  heures,  à 
une  température  constante  de  40° G.  Le  second 
bain  de  paraffine  durera  2-3  heures  ;  on  se 
servira  pour  ce  bain  do  paraffine  pure  fondant 
vers  53-38° G. 

Cela  fait,  on  provoque  le  plus  rapidement 
possible  la  prise  du  bloc.  Pour  les  enrobe- 
ments de  nos  pièces  durcies  au  bichromate  de 
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potasse,  nous  avons  employé  le  procédé  sui- 
vant. Pour  éviter  des  répétitions,  nous  résu- 
mons les  différents  actes  de  la  méthode  : 

1°  Bain  dans  un  mélange  à  parties  égales  de 
xylol  et  d'alcool.  Durée  du  bain  :  environ 
12  heures  ; 

2"  Immersion  dans  une  solution  concentrée 
de  parafOne  fondant  à  52" G.  dans  du  xylol. 
Durée  de  l'immersion  :  24  heures,  à  une  tem- 
pérature constante  de  37° G.  (dans  l'étuve)  ; 

3°  Bain  dans  de  la  paraffine  pure  fondant  à 
52°  G.  Durée  de  ce  bain  :  24  heures,  à  une 
température  constante  de  .55°  G.  (étuve); 

4°  Sortie  du  bain,  prise  du  bloc  dans  le 
cadre  métaUique  de  la  Station  de  Naples.  Eau 
froide  pour  accélérer  la  prise  du  bloc,  etc. 

Nous  avons  dit  que  la  condition  première 
pour  l'enrobement  dans  la  parafline  consistait 
dans  la  déshydratisation  complète  de  la  pièce. 

Pour  obtenir  une  déshydratisation  parfaite, 
Suchanneck  (18)  a  proposé  l'emploi  d'huile 
d'aniline.  Il  sort  les  pièces  de  l'alcool  à  96  0/0 
et  les  plonge  pour  1-12-24  heures,  suivant  leur 
volume,  dans  de  l'huile  d'aniline  parfaitement 
anhydre  ;  de  là,  il  les  transporte  pour  un  même 
laps  de  temps  dans  du  toluol.  L'avantage  ne 
nous  paraît  pas  être  très  grand. 

Il  en  serait  autrement,d'après  Hermanv,  pour 
le  procédé  de  Ciaglinski  (19),  pourvu  que  les 
expériences  ultérieures  vieunent  corroborer 
les  résultats  obtenus  jusqu'ici.  Il  est  applicable 
aux  pièces  de  la  moelle  épinière.  L'auteur  évite 
complèleniont  tout  contact  des  pièces  durcies 
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dans  la   liqueur  de  Mûller,   avec  l'alcool. 

Il  sort  les  pièces  durcies,  les  lave  rapidc7 
ment  et  les  sèche  superficiellement  au  moyen 
de  papier  Josèphe,  puis  il  les  plonge  dans 
l'huile  d'aniline.  Après  3-5  jours,  les  pièces 
durcies  sont  devenues  transparentes  et  peu- 
vent,après  un  traitement  au  xyiol,être  enrobées 
à  la  paraffine.  Durant  le  traitement  subséquent, 
l'huile  d'aniline  remplace  toujours  l'alcool 
comme  véhicule  ou  lubrifiant  des  coupes  ; 
celles-ci  ne  seront  jamais  mises  en  contact 
avec  de  l'alcool. 

Les  différentes  manipulations  auxquelles 
doivent  être  soumises  ultérieurement  les 
coupes  en  généra,!  ne  sont  pas  toujours  com- 
patibles avec  l'emploi  de  la  parafJinc  comme 
masse  d'enrobement  ;  les  coupes  paraffinées 
s'effritent  très  facilement  et  le  coUel,  avons- 
nous  dit,  qui  doit  disparaître,  ne  s'enlève  ])as 
aisément;  pour  remédier  à  ces  inconvénients, 
on  a  proposé  différents  traitements  spéciaux 
que  nous  indiquons  plus  loin  au  chapitre  IV 
(Manipulations  des  coupes). 

Un  enrobement  à  la  paraffine,  soigneuse- 
ment exécuté,  n'est  pas  plus  dangereux  pour 
l'intégrité  des  éléments  nerveux  que  l'enrobe- 
ment à  la  celloïdine;  les  organismes  les  plus 
fins  le  supportent  très  bien.  Le  difficile  avec 
les  blocs  j)arafnnés  est  de  faire  des  coupes  très 
égales  et  de  les  enlever  de  dessus  la  lame  du 
raicrotoinc  sans  les  détériorer;  aussi,  malgré 
les  inslrumenls  spéciaux  qui  ont  été  construits 
pour  olivier  ;'i  ces  inconvénients,  préfèrc-t-on 
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souvent,  surtout  pour  les  pièces  de  volume 
plus  considérable,  l'enrobement  à  la  celloïdine 
et,  pour  les  grandes  pièces,  l'inclusion  dans  le 
microtome  de  Gudden. 

C.  —  Enrobement  a  la  celloïdine  (2)  (5)  (12), 

C'est  à  Diival  que  nous  devons  l'importante 
technique  de  l'enrobement  à  la  celloïdine.  Plus 
que  toute  autre  substance  imprégnante,  la  cel- 
loïdine pénètre  les  tissus  d'une  pièce,  de  façon 
à  lui  donner  tout  à  la  fois  le  degré  de  solidité 
voulue  et  l'élasticité  nécessaire  pour  que  la 
lame  du  couteau,  en  passant  et  repassant  sur  le 
bloc,  enlève  sur  tout  le  champ  de  section  des 
coupes  d'une  venue  et  parfaitement  égales. 
Lorsque  le  bloc  celloïdiné  a  été  fait  régulière- 
ment et  méthodiquement,  il  présente  une  con- 
sistance homogène  parfaite.  La  celloïdine  pos- 
sède le  grand  avantage  de  ne  pas  s'elfriter, 
comme  le  fait  la  paraffine,  durant  les  manipu- 
lations auxquelles  les  coupes  sont  soumises; 
elle  reste  bien  compacte,  transparente,  ce  qui 
permet  une  facile  orientation,  et,  dans  les  bains 
souvent  prolongés  de  coloration,  de  décolora- 
tion ou  de  différenciation,  etc.,  par  lesquels^elle 
passe  en  compagnie  d'une  coupe,  elle  n'ab- 
sorbe que  de  faibles  quantités   des  divers 
réactifs  employés;   en  outre,  les  quantités 
qu'elle  détient  momentanément,  elle  les  rend 
presque  complètement,  à  la  condition  toutefois 
que  les  lavages  soient  un  peu  plus  soigneux. 
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c'est-à-dire  plus  longs  que  si  les  coupes 
n'avaient  pas  été  enrobées.  Elle  conserve  la 
structure  des  éléments  nerveux  et  l'orme  une 
masse  protectrice  suffisamment  résistante  pour 
pouvoir  supporter  une  certaine  pression, 
comme  celle  de  la  pince  du  microtome,  si,  pour 
une  cause  ou  pour  une  autre  (la  longueur  de 
la  pièce,  par  exemple),  on  n'a  pas  pu  coller  le 
bloc  sur  un  bouchon  ou  un  morceau  de  bois, 
comme  cela  doit  se  faire  dans  la  règle.  Elle  est 
assez  dure  pour  se  laisser  couper  facilement, 
pas  assez  cependant  pour  empêcher  la  lame  du 
couteau  de  couper  franc,  ou  pour  l'émousser  à 
la  longue.  L'imbibition  d'une  pièce  dans  les 
solutions  de  cclloïdine,  même  prolongée,  est 
inofl'ensive  pour  les  structures  les  plus  délica- 
tes, et  peut  se  prolonger  impunément  pendant 
plusieurs  jours,  voire  même  pendant  des  semai- 
nes. Contrairement  à  l'opinion  émise  par 
certains  auteurs  que  l'enrobement  à  la  cclloï- 
dine ne  se  prête  pas  à  l'élaboration  de  séries 
de]coupes,  parce  que,  d'après  ces  auteurs,  il  ne 
serait  pas  possible  de  faire  des  coupes  minces 
etc.,  l'expérience  quotidienne  a  surabondam- 
ment prouvé  (...la  méthode  des  plaques  deWie- 
gert  est  une  illustration  de  ce  que  nous  avan- 
çons ...)  que  l'enrobement  à  la  cclloïdine  est 
par  excellence  l'enrobement  des  séries,  et  qu'on 
fabrique  sur  des  blocs  celloïdinés  des  coupes 
minces  et  très  minces.  Dans  l'enrobement  en 
question,  il  faut  distinguer  deux  actes  distincts  : 
le  premier  est  celui  de  l'imprégnation,  de  la 
pénétration  de  la  pièce  par  une  celloïdine  très 
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fluide,  et  qui  nécessite  un  laps  de  temps  plus 
ou  moins  long;  l'autre  qui  consiste  en  une 
pénétration-inclusion,  au  moyen  d'une  celloï- 
dine  plus  forte,  plus  épaisse,  dans  laquelle  on 
laisse  la  pièce  jusqu'à  consistance  voulue 
et  pénétration  complète,  ce  qui  s'obtient, 
selon  la  nature  et  le  volume  des  pièces,  en  quel- 
ques heures,  quelques  jours  ou  quelques 
semaines.  Ces  deux  actes  sont  prévus  par  la 
méthode;  cependant,  on  peut  pénétrer  etinclure 
une  pièce  d'emblée  avec  une  solution  forte 
lorsqu'il  no  s'agit  que  de  faire  quelques  coupes, 
au  lieu  d'une  série  entière.  Mais,  pour  que  la 
pièce  soit  bien  enrobée,  que  les  coupes  puis- 
sent se  faire  très  également,  il  faudra,  même 
lorsqu'on  sera  pressé,  veiller  à  ce  que  l'impré- 
gnation-inclusion  ait  été  complète. 

Pour  préparer  les  solutions  de  celloïdine,  on 
coupe  cette  substance  en  petits  morceaux  cubi- 
ques et  on  prépare  les  mélanges  suivants  : 

Solution  A  (solution  faible).  Coupez  ^3U 
grammes  de  celloïdine  en  petits  cubes,  qu'on 
plongera  dans  30  centimètres  cubes  d'alcool 
absolu,  additionnés  de  30  centimètres  cubes 
d'éther  sulfurique.  Se  servir  de  flacons  à  large 
embouchure  et  à  bouchon  de  verre;  il  faut 
qu'on  puisse  y  introduire  facilement  le  pouce 
et  l'index  à  la  fois.  Le  flacon  sera  toujours  tenu 
bien  bouché. 

Solution  B  (solution  forte).  Prenez  la  même 
quantité  de  celloïdine  coupée  de  la  même 
façon.  Ajoutez  à  30  centimètres  cubes  d'alcool 
absolu  20  centimètres  cubes  d'éther. 
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Ces  solutions  s'épaississent  toujours  par  le 
fait  de  l'évaporatiou  des  liquides,  et  au  bout 
d'un  certain  temps  elles  se  troublent;  il  l'aut 
alors  laisser  sécher  la  solution  ou  ce  qui  eu 
reste,  couper  le  résidu  en  petits  cubes  et  dis- 
soudre à  nouveau  et  de  la  même  façon  (préa- 
lablement peser  la  celloïdine!)  pour  chaque 
solution.  Lorsque  les  solutions  s'épaississent 
sans  se  troubler,  on  peut  ajouter  la  quantité 
proportionnée  d'alcool  et  d'éther  nécessaire 
pour  les  lluidilicr  à  point. 

Avant  de  passer  une  pièce  dans  un  bain  de 
celloïdine,  il  faut  l'avoir  préalablement  déshy- 
dratée à  fond  dans  de  l'alcool  à  90  0/0  pendant 
1  ou  3  jours.  Après  ce  bain  d'alcool,  les  uns  font 
subir  à  la  pièce  un  bain  complémentaire  et  à 
parties  égales  d'alcool  absolu  et  d'éther  sulfu- 
rique  ;  les  autres  s'en  passent  et  plongent  la 
pièce  dans  la  solution  A.  Cet  acte  peut 
avoir  l'avantage  de  compléter  la  déshydratisa- 
tion  lorsqu'on  est  pressé  ou  bieu  lorsque  la 
structure  spéciale  d'une  pièce  parait  devoir  le 
réclamer  (embryons  entiers)  ;mais  nous  voyons 
dans  ce  second  bain  un  dauger  :  celui  d'exposer 
la  pièce,  durant  les  différentes  phases  de  la 
procédure  subséquente,  qui,  quoique  prompte- 
ment  exécutée,  réclame  cependant  un  certain 
temps,  à  un  dessèchement  plus  rapide  au  con- 
tact de  l'air,  ce  qu'on  doit  toujours  éviter. 

En  sortant  du  bain  de  déshydratisalion,  la 
pièce  passe  immédiatement  dans  la  solution 
A.  Voici  comment  ou  peut  s'y  prendre  pour 
opérer  cette  première  pénétratiou  :  a)  placer  la 
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pièce  dans  une  auge  à  oiseaux  d'une  grandeur 
correspondant  au  volume  de  la  pièce  et  l'ar- 
roser de  solution,  de  façon  à  la  recouvrir  com- 
plètement ;  au  bout  d'un  instant,  ajouter  un  peu 
de  liquide,  en  remplissant  l'auge  à  peu  près; 
couvrir  ;  —  ou  bien  b)  placer  la  pièce  dans  le  cadre 
métallique  de  la  Station  de  Naples,  dont  les 
bras  mobiles  auront  été  rapprochés  ou  éloignés 
de  façon  à  correspondre  au  volume  de  la  pièce, 
et  qu'on  aura  agglutinés  au  moyen  de  quelques 
gouttes  de  solution  B  sur  une  grande  plaque  de 
verre;  remplir  le  cadre  de  solution  A; couvrir; 
—  ou  bien  c)  fixer  la  pièce  dans  une  petite  boite, 
faite  de  papier,  de  carton,  suivant  un  schéma 
qu'on  peut  dessiner  pour  chaque  cas,  ou  for- 
mée au  moyen  d'une  collerette  de  papier  gom- 
mé autour  d'un  bouchon. 

Quelque  moule  qu'on  ait  employé,  on 
laissera  la  pièce  pendant  24  heures  dans  la 
solution  A.  Le  lendemain,  on  sort  la  pièce  de 
ce  bain,  ou  bien  on  verse  la  solution  A,  et  on 
donne  dans  un  nouveau  récipient  ou  dans 
celui  qui  a  déjà  servi  le  bain  de  solution  B 
(avoir  soin  de  verser  la  solution  A  dans  le 
flacon  A;  les  méprises  sont  faciles !).  Après 
24  heures  de  séjour  dans  la  solution  B,  les 
petites  pièces  sont  déjà  suffisamment  péné- 
trées pour  être  traitées.  Les  pièces  de  moyen 
ou  de  grand  volume  doivent  séjourner  de 
2-4-8  jours  dans  le  bain  B  :  cela  dépend 
de  la  nature  de  la  pièce.  C'est  affaire  d'expé- 
rience, comme  aussi  de  juger  de  la  consis- 
tance convenable  des  solutions.  Surtout  évi- 
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ter  de  se  servir  de  solutions  trop  épaisses. 

Une  pièce  ne  reste  jamais  trop  longtemps 
dans  une  solution  de  celloïdine;  on  pèche  plu- 
tôt par  excès  contraire.  Un  séjour  prolongé 
favorise  la  pénétration  complète,  puis  le  dur- 
cissement du  bloc. 

Lorsque  la  masse  a  pris  une  consistance 
voulue,  la  celloïdine  doit  être  molle  et  un  peu 
résistante,  élastique,  gélatineuse;  on  enlève  le 
cône  de  papier  ou  le  cadre  métallique,  ou 
bien,  si  l'on  a  traité  la  pièce  dans  une  auge,  on 
taille  dans  la  masse  un  cube  ou  un  rectangle 
suivant  la  forme  de  la  pièce  dans  laquelle  celle- 
ci  sera  prise,  et  on  le  sort  de  l'auge.  On  fixe 
le  bloc,  de  consistance  molle  encore,  au  moyen 
de  quelques  gouttes  de  solution  B,  sur  un  bou- 
chon ou,  ce  qui  vaut  infiniment  mieux,  sur  un 
morceau  de  bois,  rond  ou  carré,  suivant  la 
forme  de  la  pince  du  microtome  et  taillé  de 
façon  à  ce  qu'il  s'enchâsse  facilement  dans  la 
pince  ou  les  tenettes  du  microtome.  En  col- 
lant la  pièce,  c'est-à-dire  le  bloc  mou,  sur  son 
bouchon,  il  faut  faire  en  sorte  qu'il  y  ait  entre 
le  bloc  et  le  bouchon  une  couche  de  celloïdine 
d'au  moins  3  millimètres  d'épaisseur;  on  évi- 
tera également  de  serrer,  de  presser,  de  tas- 
ser le  bloc  mou  sur  le  bouchon  ;  cet  acte  doit 
être  exécuté  très  délicatement.  Cela  fait,  on 
verse  encore  un  peu  de  celloïdine  B  sur  le 
tout. 

Le  bloc  ainsi  ruisselant  de  celloïdine  est 
placé  sur  une  plaque  de  verre  ;  on  l'arrose 
encore  une  fois  d'une  nouvelle  quantité  de 
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liquide  B,  et  on  recouvre  le  tout  d'une  cloche 
en  verre  ou  d'un  bocal  renversé,  de  façon  à  ne 
laisser  entrer  que  très  peu  d'air  sous  le  réci- 
pient. Pour  cela  faire,  placer  une  aiguille  à 
dissocier  ou  une  allumette  sous  le  récipient, 
c'est-à-dire  sous  le  rebord  de  la  cloche,  etc.; 
cela  suffira  pour  donner  accès  à  la  quantité 
voulue  d'air. 

Sous  cette  cloche  se  produit  alors  une  éva- 
poraiion  qui  est  accélérée  ou  ralentie  suivant 
le  plus  ou  moins  d'air  qu'on  laisse  pénétrer  du 
dehors  dans  la  cloche,  c'est-à-dire  sur  le  bloc; 
or,  comme  le  degré  de  consistance  finale  du 
bloc  dépend  du  laps  de  temps  passé  sous  la 
cloche,  et  que  les  blocs  séchés  lentement  sont 
plus  durs,  plus  résistants  et  homogènes  que 
ceux  qui  sèchent  vite,  il  s'ensuit  que  plus 
l'évaporation  sera  lente,  meilleur  sera  le  bloc  ; 
de  là  à  conseiller,  comme  le  font  certains 
auteurs,  de  fermer  la  cloche  hermétiquement 
il  y  a  loin;  on  a  beau  soulever  de  temps  en 
temps  alors  la  cloche  ou  le  bocal  renversé, 
pour  permettre  aux  vapeurs  d'alcool  et  d'éther 
de  s'échapper,  l'évaporation  ne  s'en  fait  pas 
mieux,  au  contraire  ;  ici,  elle  se  fait  par  à-coups; 
suivant  la  méthode  que  nous  recommandons, 
elle  s'obtient  graduellement  et  régulièrement, 
tout  en  étant  continue.  Là  encore,  c'est  affaire 
d'observation  et  d'habitude. 

Au  bout  d'une  demi-heure  à  une  heure, 
même  3  à  4  heures,  quelquefois  davantage 
encore,  le  bloc  est  suffisamment  sec.  Le  bloc 
ainsi  préparé  est  enlevé  de  dessus  la  plaque 
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de  verre  el  passe  de  suite  dans  un  flacon  à 
large  ouverture,  contenant  de  l'alcool  à  80  0/0. 
On  y  plonge  le  bloc,  le  bouchon  en  haut,  et, 
pour  l'empêcher  de  basculer,  on  fixe  le  bou- 
chon du  bloc  au  bouchon  du  flacon  ou  au  cou- 
vercle du  bocal  au  moyen  de  quelques  gouttes 
de  solution  B,  qui  durcit  vile  lorsqu'on  souf- 
fle sur  la  place  d'agglutinement.  Le  flacon 
qui  contient  le  bloc  doit  être  complètement 
rcmplid'alcool.  Au  bout  de  24  heures, on  rem- 
place l'alcool  à  80  0/0  par  celui  à  70  0/0,  dans 
lequel  le  bloc  pourra  être  conservé  très  long- 
temps. Avant  de  couper  le  bloc,  on  enlève  au 
scalpel  la  portion  de  ceUoïdine  qui  se  trouve 
recouvrir  la  pièce;  on  taille  le  bloc  de  façon  à 
€e  que  les  coupes  qu'on  élaborera  n'aient  pas 
un  collet  de  celloïdine  trop  large. 

Quand  on  a  fini  de  couper,  on  recouvre  la 
surface  de  section  du  bloc  d'un  peu  de  cel- 
loïdine, on  fixe  de  nouveau  le  bouchon  du  bloc 
au  bouchon  du  flacon  et  on  l'immerge  dans 
l'alcool. 


Résumé  de  l'enrobement. 


A  la  paraffine. 

1"  Durcissement. 

i°  Bniu  d'alcool  absolu. 

3°  lîaiu  xylol  et  alcool. 

4°  Bain  xylol  et  paraffine. 

5°  Bain  do  paraffine. 

6°  Prise  du  bloc,  cadre. 

V  Eau  froide. 

8"  Lkboration  des  coupes. 

9"  — 


A  la  ccllo'idine. 
Durcissement. 
Bain  d'alcool  absolu. 
Bain  alcool  et  éther. 
Bain  solution  A. 
Bain  solution  B. 
Séjour  sous  la  cloche. 
Alcool  à  80  0/0. 
Alcool  à  70  0/0. 
Elaboration  des  coupes. 
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D.  —  Inclusion  dans  le  microtome 

DE    GUDDEN  (8). 

La  pièce  destinée  à  être  coupée  sous  l'eau 
dans  le  microtome  de  Gudden  est  soigneuse- 
ment débarrassée  des  parcelles  d'enveloppes 
qui  pourraient  y  adhérer  encore,  des  vaisseaux 
qui  serpentent  dans  les  recoins  des  grandes 
pièces,  etc.  Les  pièces  durcies  au  bichromate 
de  potasse  sont,  lorsqu'elles  sont  à  point, 
d'ordinaire  assez  résistantes  et  élastiques  tout 
à  la  fois,  pour  être  manipulées  sans  danger 
dans  un  liquide  quelconque.  Lorsqu'on  les 
sort  d'un  liquide  et  qu'il  s'agit  de  les  sécher 
avant  de  les  introduire  dans  le  microtome  en 
question,  il  faut  les  manipuler  avec  beaucoup 
de  précautions,  car,  une  fois  sèches,  elles  se 
cassent  facilement,  la  moelle  épinière  surtout. 
La  pièce  à  inclure  est-elle  bien  propre,  on 
commence  par  lui  donner  un  bain  d'eau 
chaude  de  35-40°  G.  Ce  bain  est  nécessaire 
pour  que  le  mélange  stéarinique  ou  paraf- 
finique  chaud  qu'on  coulera  dans  le  cylindre 
se  moule  exactement  sur  toutes  les  parties  de 
la  pièce  et  qu'il  puisse  pénétrer  jusque  dans 
les  plus  petites  anfractuosités  de  l'objet 
(cerveau).  En  se  refroidissant  dans  le  cylindre, 
le  mélange  stéarinique  se  prend,  dans  la  règle, 
de  la  périphérie  vers  le  centre  et  la  pièce  se 
trouve  alors  parfaitement  saisie  dans  la  masse, 
une   fois  que  celle-ci  est  refroidie.  Si  l'on 
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plaçait  la  pièce  dans  le  cylindre,  sans  avoir 
ramené  sa  température,  périphérique  tout  au  . 
moins,  au  niveau  de  celle  de  la  masse  fondue, 
en  un  mot  sans  l'avoir  baignée  dans  l'eau 
chaude,  la  stéarine  se  refroidirait  du  centre  . 
vers  la  périphérie,  c'est-à-dire  des  bords  de  la  . 
pièce  vers  les  parois  du  cylindre.  Il  se  pro- 
duirait alors  des  vides  qui  se  traduiraient,  au  i 
moment  de  couper,  par  des  mouvements  de  va-  ; 
et-vient  de  la  masse  entière  et  des  mouve-  | 
ments  de  bascule  de  la  pièce  prise  dans  cette  | 
masse,  j 
Pendant  que  la  pièce  baigne,  on  fait  fondre  j 
dans  une  cupule  ou,  lorsqu'il  s'agit  d'un  cer-  'i 
veau  entier,  dans  une  casserole  en  fer  battu  | 
des  morceaux  de  stéarine,  mélangés  à  des  mor-  | 
ceaux  de  paraffine,  ou  bien  des  morceaux  de  la  ■ 
masse  suivante,  qu'on  aura  préparée  aupa-  : 
ravant :  : 

Stéarine                               13  parlies.  i 

Axonge:                              12     —  1 

Cire                                      1  partie.  i 

La  quantité  à  employer  pour  chaque  cas  est 

proportionnée,  cela  va  de  soi,  au  volume  de  la  ■ 
pièce  à  inclure. 

Pour  remplir  le  cylindre  du  microtome,  la  ^ 

masse  fiuide  ne  doit  pas  être  en  état  d'ébulli-  ■ 

tion;  il  faut,  lorsque  tous  les  morceaux  sont  1 

fondus,  enlever  le  tout  de  dessus  la  flamme  et  ' 
laisser  la  masse  se  refroidir  un  peu.  Trop 
chaude,  elle  carboniserait  les  parties  exté- 
rieures de  la  pièce.  Nous  attendons,  en  général, 
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qu'il  commence  à  se  former  sur  la  surface  de 
la  masse  fluide  une  fine  pellicule  de  prise,  et 
c'est  à  ce  moment  précis  que  nous  remplissons 
le  cylindre  (le  doigt  peut  supporter  le  contact 
de  la  masse  fluide). 

Arrivé  à  ce  moment  de  la  procédure,  nous 
sortons  la  pièce  de  son  bain  d'eau  chaude  et 
nous  la  séchons  avec  un  linge  très  fin  et  avec 
dès  morceaux  de  papier  Josèphe,  en  péné- 
trant dans  tous  les  recoins,  de  façon  à  ce  que  la 
pièce  entière  soit  bien  sèche.  Cela  fait,  il  s'agit 
de  placer  la  pièce  dans  la  position  qu'elle  doit 
occuper  dans  le  cylindre  pour  être  coupée. 

Tout  d'abord,  on  aura  ramené  le  fond  du 
cylindre  à  une  hauteur  correspondant  à  la 
hauteur  de  l'objet  à  couper,  en  tournant  la 
roue  dentelée  de  droite  à  gauche  ou  de  gauche 
à  droite,  suivant  le  point  oi!i  elle  se  trouvait 
arrêtée.  On  place  alors  la  pièce  sur  un  de  ses 
côtés,  sur  sa  base  ou  sa  convexité,  de 
pointe,  etc.,  suivant  la  position  dans  laquelle 
elle  doit  être  coupée,  sur  le  fond  du  cylindre 
et  dans  l'espace  compris  entre  les  trois  boutons 
métalliques  qui  en  garnissent  le  milieu.  Si  la 
pièce  ne  se  tient  pas  dans  la  position  voulue, 
on  la  cale  entre  ces  trois  boutons  au  moyen  de 
morceaux  de  liège,  d'allumettes,  de  petits  mor- 
ceaux de  carton,  en  ayant  soin  de  ne  placer 
ces  supports  que  là  où  le  couleau  ne  passera 
pas  tout  d'abordj  autant  que  possible  en  des- 
sous de  la  pièce.  Lorsque  la  pièce  est  bien 
calée,  on  remplit  doucement  le  cylindre  avec 
la  masse  fluide,  en  ayant  soin  de  ne  pas  arroser 
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la  pièce,  ce  qui  pourrait  la  faire  basculer.  Le 
cylindre  une  fois  rempli,  il  se  produit,  au  bout 
d'un  instant,  un  dégagement  assez  prononcé 
de  bulles  d'air,  puis  un  retrait  du  liquide  stéa- 
rinique.  On  ajoute  encore  de  quoi  remplir 
complètement  le  cylindre  jusqu'à  ras  de 
l'anneau,  et  on  laisse  la  masse  se  prendre  lente- 
ment dans  l'immobilité  la  plus  complète.  Un 
peu  plus  tôt,  un  peu  plus  tard,  suivant  la 
quantité  de  liquide,  en  moyenne  après  quel- 
ques heures,  la  masse  est  durcie.  On  remplit 
alors  la  cuve  du  microtome  avec  de  l'eau 
bouillie,  refroidie  et  tamisée  à  travers  deux 
linges.  Cela  fait,  on  couvre  le  ndcrotome. 

Le  lendemain,  pas  avant,  on  enlève  circu- 
lairement  et  par  couches  le  dos  du  scalpel 
loujoLirs  tourné  vers  l'anneau,  qu'on  veillera  à 
no  jamais  endommager,  parce  que  la  moindre 
rayuresurl'ànneau  occasionnerait  une  éraillure 
du  couteau  et  conséquemment  des  déchirures 
sur  la  coupe,  on  enlève,  disons-nous,  excentri- 
quement  la  stéarine  qui  recouvre  la  pièce  et 
celle  qui  l'enserre  à  sa  partie  la  plus  externe. 
Celle-ci  mise  à  nu,  on  dégage,  le  scalpel  tou- 
jours dirigé  de  la  même  façon,  les  abords 
immédiats  de  la  pièce,  de  façon  à  ce  qu'en 
coupant  avec  le  grand  couteau  du  microlome, 
la  lame  ne  coupe  que  la  pièce  et  non  pas  des 
morceaux  de  stéarine,  ce  qui  l'émousserait  et 
l'abîmerait  à  la  longue. 

Dès  ce  moment,  on  peut  se  mettre  à  couper. 
La  masse  stéarinique  ne  sert,  en  réalité,  que 
de  support  circulaire  à  la  pièce,  qu'elle  englobe 
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si  parfaileraent  qu'on  pourrait  parler  ici  d'un 
vénLable  enrobement.  Celte  masse  d'inclusion 
ne  sert  que  de  support  aux  coupes  à  mesure 
qu'on  élabore  celles-ci,  puisque  la  partie  supé- 
rieure de  la  pièce^  le  champ  de  section,  doit 
être  dégagée  de  la  stéarine  qui  lui  faisait  collet 
et  émerger  de  la  masse  stéarinique.  La  stéarine 
ne  doit  pas  adhérer  trop  fortement  non  plus  à 
la  périphérie  de  la  pièce.  C'est  en  préparant  le 
mélange  qu'il  faut  combiner  les  différents 
ingrédients  dont  se  compose  la  masse,  de 
telle  sorte  que  celle-ci  ne  soit  ni  trop  dure  ni 
trop  molle  ;  puis,  au  moment  de  couler  la  masse 
fluide  dans  le  cyb'ndre,  il  faut  veiller  à  ce  qu'elle 
ne  soit  ni  trop  chaude  ni  trop  froide,  mais  à 
point.  Au  bout  de  très  peu  de  temps,  on  arrive 
à  saisir  ces.  degrés  et  à  exécuter  l'opération 
classiquement. 


CHAPITRE  IV 


A.  —  Élaboration  des  coupes. 
1°  Ail  microlome  à  glissoir. 

Le  bouchon  ou  le  morceau  de  bois  sur 
lequel  le  bloc  ceiloïdiné  a  été  collé  doit  être, 
avons-nous  vu,  taillé  de  façon  à  pouvoir  s'en- 
châsser facilement  dans  la  pince  du  micro- 
lome. La  pince  ou  l'étau  porte-objet  ne  doit, 
dans  la  règle,  saisir  ou  serrer  que  le  bouchon 
seul,  et  non  pas,  comme  cela  se  pratique  quel- 
quefois, le  bloc.  Le  diamètre  du  bouchon  sera 
donc  toujours  plus  grand  que  celui  du  bloc. 
La  pince  doit  saisir,  autant  que  possible,  le 
bouchon  dans  toute  son  étendue,  ses  2/3  au 
moins,  de  façon  à  ce  que  le  bloc  entier  ne 
vacille  pas  pendant  que  l'on  coupe.  Lorsque  la 
lame  arrive  au  niveau  de  la  pince,  on  s'arrête, 
puis  l'on  ramène  la  vis  micrométrique  à  zéro; 
on  place  le  bloc,  c'est-à-dire  le  bouchon,  de 
façon  à  ce  que  ce  bloc  dépasse  la  pince  d'en- 
viron un  bon  travers  de  doigt,  et  l'on  recom- 
mence à  couper. 
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Pour  les  blocs  cclloïdinés,  la  lame  est  vissée 
sur  le  plot,  de  façon  à  former  avec  la  voie  du 
glissoir  un  angle  aussi  aigu  que  possible;  elle 
doit  couper  parallèlement  à  l'axe  du  glissoir. 
Les  lames  destinées  aux  blocs  en  question 
doivent  être  longues,  peu  inclinées  et  plutôt 
étroites.  Pendant  que  l'on  coupe,  la  lame  doit 
être  constamment  mouillée  avec  de  l'alcool  à 
60-70  0/0. 

Nous  recommandons  l'appareil  irrigateur  de 
Bernard,  qui  laisse  tomber  automatiquement 
et  goutte  à  goutte  le  liquide  sur  la  lame.  Dès 
qu'une  coupe  est  faite,  c'est-à-dire  enlevée  du 
couteau,  mouiller  également  la  surface  de 
coupe,  qui  ne  doit  jamais  rester  longtemps 
exposée  à  l'air. 

Voici  la  marche  à  suivre  pour  l'élaboration 
d'un  bloc  celloïdiné  : 

Fixer  le  bloc  c'est-à-dire  le  bouchon  dans  la 
pince;  lui  donner  la  situation  exacte  qu'il  doit 
occuper.  Visser  la  lame  sur  le  plot.  Mettre  au 
point,  c'est-à-dire  élever  la  pince  ou  l'appareil 
qui  la  porte  au  moyen  de  la  vis  raicrométrique, 
jusqu'à  ce  que  la  surface  de  coupe  soit  à 
niveau  de  la  lame.  Pour  les  microtomes  à  plan 
incliné,  tourner  la  vis  à  main,  qui  peut  monter 
ou  descendre  le  support  de  la  pince.  Serrer 
toutes  les  vis.  Repousser  le  plot  à  l'extrémité 
du  glissoir  (loin  de  soi).  Mouiller  la  surface  de 
coupe  (du  bloc)  et  la  lame. 

Tirer  le  plot  à  soi;  la  main  doit  reposer  sur 
le  plot,  jamais  sur  la  lame.  On  tourne  la  mani- 
velle lorsque  la  traction  est  mécanique  (avec 


ÉLABORATION  DES  COUPES 


91 


la  main  tlroiLo,  la  main  gauche  est  occupée  ;Y 
mouilloi-  la  lame  quand  on  ne  travaille  pas 
avec  l'iiTigalcur).  Si  la  coupe  s'enroule,  se 
plisse,  etc.,  s'arrêter  et  doucement,  en  s'aidant 
d'un  pinceau,  d'une  aiguille  à  dissocier  ou 
d'une  pincette,  l'étaler  sur  la  lame.  La  trac- 
tion doit  être  franche,  égale;  elle  ne  doit 
pas  trainer.  Il  faut  éviter  de  soulever  le  plot 
en  l'attirant  à  soi,  les  à-coups,  les  arrêts 
non  motivés.  La  coupe  faite,  attirer  le  plot 
jusqu'au  bout  du  glissoir.  Enlever  la  coupe  soit 
avec  un  ruban  de  papier  (voir  méthode  des 
plaques  de  Weigert),  soit  au  moyen  d'un  pin- 
ceau ou  de  pincettes,  puis  l'immerger  dans  de 
l'alcool  ou  de  Teau  distillée,  suivant  la  méthode 
de  coloration  à  appliquer.  Repousser  le  plot 
loin  de  soi,  jusqu'au  bout  opposé  du  glissoir. 
Tourner  la  vis  micrométrique  d'un  nombre 
déterminé  de  fractions  de  millimètre,  d'oîi 
dépendra  l'épaisseur  d'une  coupe.  Les  chiffres 
voulus  sont  gravés  sur  la  roue  de  la  vis  micro- 
métrique,  qui,  sur  les  microtomes  modernes,  se 
déclanche  et  tourne,  c'est-à-dire  fait  monter  la 
pince  automatiquement,  lorsque  le  plot  est 
repoussé  au  bout  de  la  voie  de  glissement. 
Mouiller  la  lame,  la  surface  de  coupe,  tirer  le 
plot  à  soi,  et  ainsi  de  suite.  Lorsqu'on  a  fait  le 
nombre  voulu  de  coupes,  enlever  le  bloc, 
enduire  sa  surface  de  celloïdine,  Tixer  le  bou- 
chon sur  le  bouchon  du  llacon  où  ou  doit  le 
plonger.  Dévisser  la  lame,  l'essuyer  à  fond, 
l'enfermer  dans  son  étui.  Essuyer  le  micro- 
tome, le  couvrir.  Traiter  les  coupes. 
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Les  blocs  paraffinés  peuvent  être  taillés  de 
façon  à  entrer  dans  la  pince,  ou  bien  on  les 
agglutine  au  moyen  de  quelques  gouttes  de 
paraffine  fondue  sur  une  petite  table  qui  rem- 
place la  pince  ou  qui  s'enchâsse  dans  l'étau 
porte-objet.  Nous  recommandons  pour  ces 
blocs  la  table  de  la  Station  de  Naples  ou 
l'appareil-cadre  de  Reichert,  notamment  pour 
les  microtomes  à  plan  incliné.  La  lame  doit 
être  courte,  épaisse,  forte,  assez  inclinée;  on 
la  visse  transversalement  sur  le  plot,  elle 
formera  avec  l'axe  de  la  voie  de  glissement  un 
angle  droit.  On  coupe  à  sec;  sauf  cela,  l'opéra- 
tion reste,  en  somme,  la  même.  Les  coupes 
provenant  de  pièces  paraffinées  ayant  une 
grande  tendance  à  s'enrouler  sur  la  lame,  il 
est  souvent  difficile  de  les  dérouler  sans  Jes 
gâter.  Cet  enroulement  dépend,  du  reste,  aussi 
du  plus  ou  moins  de  consistance  de  la  paraffine. 
Pour  empêcher  cet  enroulement,  on  se  servira 
avec  avantage  du  Schnittslrecker  ou  extenseur 
de  coupes,  dont  nous  avons  parlé.  Nous  ne 
l'avons  pas  employé  et  nous  croyons  que,  dans 
la  plupart  des  cas,  on  peut  le  remplacer  en 
retenant,  au  moyen  d'une  aiguille  ou  d'un 
pinceau,  le  bord  de  la  coupe  qui  commence  à 
s'enrouler. 

Bolles-Lee  et  Hennegmj  (5)  conseillent,  pour 
rendre  cet  enroulement  moins  nuisible,  de  tail- 
ler le  bloc  paraffiné  en  prisme  à  arête  aiguë, 
de  façon  à  donner  aux  coupes  la  forme  d'un 
triangle  juste  assez  large  à  sa  base  pour  conte- 
nir la  section  de  la  pièce,  et  dont  la  hauteur 


ÉLABORATION  DES  COUPES 


93 


ait  au  moins  de  5-6  fois  la  longueur  de  la  base. 
L'aréle  du  prisme  étant  orientée  vers  le  tran- 
chant de  la  lame,  on  obtient  des  coupes  en- 
roulées dont  les  spires  vont  en  s'élargissant  du 
sommet  à  la  base,  la  section  de  la  pièce  se 
trouvant  dans  la  dernière  spire  qui  est  la  plus 
ouverte.  La  coupe  placée  sur  un  porte-objet 
avec  la  dernière  spire  en  bas,  il  suffira  de 
chauffer  légèrement  pour  que  la  partie  conte- 
nant l'objet  se  déroule  complètement. 

L'emploi  du  microtome  ordinaire  à  glissoir, 
à  traction  manuelle  ou  mécanique  (manivelle), 
n'est  possible  que  pour  des  blocs  ou  des  pièces 
de  volume  restreint.  Il  n'est  pas  possible  de 
faire  avec  ces  instruments  des  coupes  d'un  cer- 
veau de  chat  ou  de  chien;  par  conséquent,  il 
ne  saurait  être  question  d'élaborer  des  coupes 
longitudinales  ou  transversales  d'une  moelle 
allongée  humaine,  à  plus  forte  raison  d'un 
lobe  cérébral.  Pour  ces  pièces  qui  excèdent 
de  certaines  dimensions,  il  faut  avoir  recours 
au  microtome  de  Gudden,  instrument  trop  peu 
connu  encore  et  qui,  en  technique  microsco- 
pique, rend  les  plus  grands  services,  puisque 
seul  il  pei-met  d'élaborer  des  coupes  d'une 
venue  du  cerveau  entier,  longitudinales,  trans- 
versales, obliques,  qui  sont  d'une  si  grande 
utilité  dans  l'étude  des  centres  nerveux. 


1°  Au  microtome  de  Gudden. 


La  cuve  du  microtome  doit  être  toujours 
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suffisamment  pleine  d'eau  propre.  De  temps 
en  temps  la  vider,  la  nettoyer  à  fond  et  la  rem- 
plir à  nouveau  d'eau  bouillie,  refroidie  et  tami- 
sée. Le  couteau  doit  être  complètement  cou- 
vert par  l'eau  ;  il  coupe,  avons-nous  dit,  de  haut 
en  bas,  en  s'appuyant  à  droite  contre  la  règle 
métallique  placée  diagonalement  sur  le  fond 
de  la  cuve.  Il  doit  être  dirigé  plutôt  par  les 
pouces  de  l'opérateur  que  par  les  mains,  les 
autres  doigts  n'appuyant  que  légèrement  sur 
le  dos  du  couteau  ;  le  pouce  gauche  pousse  la 
lame  dans  la  direction  du  pouce  droit;  celui-ci 
reprend  pendant  que  le  premier  revient  en 
arrière  ;  le  pouce  droit  reprend  alors  sa  posi- 
tion première,  le  pouce  gauche  pousse  la  lame, 
et  ainsi  de  suite.  Les  pouces,  en  faisant  avan- 
cer le  couteau,  ne  doivent  pas  dépasser  les 
limites  de  l'anneau,  ce  qui  ferait  basculer  la 
lame.  Lorsqu'on  coupe,  la  lame  doit  passer  sur 
toute  l'étendue  du  champ  de  section  et  de  l'an- 
neau, que  la  pièce  à  couper  occupe  peu  ou 
beaucoup  de  place  dans  le  cylindre,  sans  s'ar- 
rêter en  chemin,  sans  à-coups,  sans  mouve- 
ments de  bascule,  ce  qui  se  traduirait  sur  une 
coupe  par  des  gradins,  des  rayures,  des  fentes 
transversales.  Se  rappeler  ce  principe  :  une 
place  donnée  du  couteau  doit  toujours  corres- 
j)ondre  à  une  même  place  donnée  de  la  pièce 
(8).  La  direction  que  doit  toujours  occuper  le 
couteau  lorsqu'on  coupe  sera  parallèle  au 
bord  de  la  cuve.  Quand,  pour  une  cause  ou 
pour  une  autre,  on  est  obligé  de  s'arrêter,  on 
reposera  le  couteau  très  à  plat  soit  sur  le 
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robord  de  l'anneau,  soit  sur  le  fond  de  la  cuve  ; 
il  ne  doit  jamais  reposer  à  faux. 

Voici  les  diflerents  temps  de  l'opération  :  la 
lame  est  placée  par  son  milieu  en  travers  de 
l'anneau  :  l^avec  la  main  gauche,  remonter  la 
lame  sur  le  rebord  de  l'anneau,  en  haut  ' 
(loin  de  soi),  et  l'y  maintenir  fixé,  l'extrémité 
droite  du  couteau  (de  la  lame)  s'appuyant  contre 
la  règle  métallique  diagonale;  2°  avec  la  main 
droite,  tourner  la  roue  (la  vis  micrométrique)  de 
gauche  à  droite  d'un  nombre  donné  de  dente- 
lures ou  de  fractions  de  dentelure  ;  3°  placer 
les  deux  pouces  sur  la  lame,  sur  l'anneau; 
4°  pousser  la  lame  de  gauche  à  droite  en  ra- 
menant, au  fur  et  à  mesure  de  la  marche  (à 
droite  et  en  bas),  les  pouces  le  long  de  la  lame 
et  toujours  sur  l'espace  occupé  par  l'anneau; 
q"  faire  parcourir  à  la  lame  toute  la  surface  de 
coupe  et  toute  la  surface  de  l'anneau  ;  6"  la 
coupe  faite  se  met  à  flotter  sur  l'eau  ;  7°  ra- 
mener le  couteau  à  sa  position  première  (tout 
en  haut  de  l'anneau),  l'y  faire  reposer  bien 
d'aplomb  ;  8°  des  deux  mains  pêcher  la  coupe  ; 
î)°  saisir  le  couteau  de  la  main  gauche  ;  10°  de 
la  main  droite,  tourner  la  roue,  et  ainsi  de 
suite.  Pendant  qu'on  coupe,  prendre  un  bon 
point  d'appui  avec  les  avant-bras  sur  les  sup- 
ports triangulaires  fichés  du  côté  de  l'opérateur 
sur  les  angles  de  la  cuve,  les  pieds  sur  la  barre 

1.  Jmi  IiuuL  et  en  l)as  de  l'aiiueaa,  par  rapport  au 
rebord  de  la  cuvo  qui  se  Irouvo  du  cùlé  de  l'opérateur 
(loin  di;  soi  et  contre  soi). 
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qui  relie  l'armalure  de  la  machine,  à  environ 
5  centimètres  du  sol.  Avant-bras  nus  ;  endos- 
ser un  tablier  ;  il  ne  faut  pas  employer  de  la 
force,  mais  de  la  légèreté  de  main  et  de  la 
sûreté  dans  les  mouvements. 

La  masse  d'inclusion  se  met  quelquefois  à 
vaciller;  il  faut  alors  sortir  la  masse,  l'entailler 
sur  les  côtés,  la  placer  de  nouveau  dans  le 
cylindre  et  verser  dans  les  espaces  ainsi  for- 
més entre  le  cylindre  et  le  bloc  une  quantité 
voulue  de  masse  fluide.  On  peut  remédier  par- 
fois à  ce  vacillement  en  déchaussant  la  pièce 
sur  tout  son  pourtour  et  en  garnissant  l'espace 
libre,  aussi  profondément  que  possible,  avec  un 
mélange,  fait  à  chaud,  de  térébenthine  et  de 
cire.  La  pièce  seule  se  met  à  vaciller  quelque- 
fois, sans  que  la  masse  participe  à  ce  mouve- 
ment de  bascule;  cela  provient  le  plus  souvent 
d'un  état  de  durcissement  incomplet  :  la  pièce 
est  trop  élastique.  D'autres  fois,  ce  vacillement 
est  dû  à  des  vides  qui  se  sont  produits  pendant 
le  refroidissement  de  la  masse,  autour  de  la 
pièce  et  surtout  aux  parties  déclives  de  la  pièce. 
On  s'en  aperçoit  moins  à  des  rayures  sur  les 
coupes  qu'à  des  inégalités  d'épaisseur,  qui 
s'accentuent  encore  lorsqu'on  croit  remédier  à 
la  complication  en  faisant  des  coupes  plus 
épaisses.  Ici  encore,  ce  qu'il  y  a  de  mieux  à 
faire,  c'est  de  sortir  le  bloc,  de  vérifier  l'état 
de  la  masse  et  de  remplir  les  vides  avec  de  la 
masse  fluide,  ou  bien  encore  d'enlever  toute  la 
masse  d'inclusion,  dégager  soigneusement  la 
pièce  et  l'inclure  à  nouveau.  Les  pièces  desti- 
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nées  au  microtome  de  Gudden  doivent  être 
bien  durcies;  le  liquide  d'inclusion  sera  chaud 
à  point  pour  éviter  un  retrait  trop  considérable 
de  la  masse  dans  le  cylindre,  car,  plus  le  liquide 
sera  refroidi,  plus  l'espace  de  retrait  entre  la 
masse  et  le  cylindre  sera  grand. 

II  arrive  que,  la  lame  ayant  passé  sur  toute 
l'étendue  de  la  pièce,  la  coupe  ne  se  détache 
pas.  Il  faut  alors  placer  le  couteau  dans  la 
première  position  et,  au  moyen  de  pincettes, 
d'aiguilles  à  dissocier,  du  scalpel,  séparer  la 
coupe  de  la  pièce  ou  du  collet  de  stéarine  qui 
l'empêche  de  flotter.  Lorsqu'on  s'aperçoit 
qu'un  fragment  d'épendyme  ou  de  vaisseau 
sanguin,  placé  sous  la  lame,  se  laisse  entraî- 
ner le  plus  souvent  sous  la  coupe  en  élabo- 
ration, il  faut  remonter  le  couteau  d'un  peu, 
enlever  l'obstacle  ou,  si  cela  n'est  pas  possible^ 
faire  des  mouvements  de  va-et-vient  avec  la 
lame,  scier,  puis  donner  un  coup  brusque  en 
avant;  cela  suffit  d'ordinaire  pour  surmonter 
l'obstacle  (27).  Il  faut  tenir  les  lames  très 
propres.  Avec  le  microtome,  Kalsch  fournit 
deux  lames,  l'une  grande  pour  le  microtome 
grand  modèle,  l'autre  plus  courte  correspon- 
dant au  diamètre  des  anneaux  du  petit  modèle. 
Dès  qu'on  a  fini  de  couper,  essuyer  la  lame 
très  à  fond,  sans  frotter  ou  en  érailler  le  tran- 
chant. 

Lorsqu'une  coupe  est  faite,  elle  se  met,  dans 
la  règle,  à  flotter  sur  l'eau.  Au  moyen  d'un 
morceau  de  papier,  mais  de  préférence  avec 
un  morceau  d'une  toile  métallique,  d'un  treillis 
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Tin  (cuivre),  coupé  au  prorata  de  la  grandeur 
des  coupes  et  de  telle  sorte  que  ce  morceau 
de  treillis  ait  la  largeur  du  récipient  dans 
lequel  la  coupe  devra  être  transportée,  on 
pêche  la  coupe  sur  l'eau,  la  main  gauche  fixant 
la  coupe  sur  le  treillis,  en  ayant  soin  de  laisser 
la  coupe  s'étaler  lentement  et  complètement, 
à  mesure  qu'on  sort  le  tout  de  l'eau,  sur  cette 
espèce  de  fdet.  Dès  qu'elle  est  sortie,  on  im- 
merge la  coupe  dans  un  bain  d'eau  distillée, 
en  veillant  à  ce  que,  en  retirant  le  treillis  du 
récipient  où  la  coupe  vient  de  s'étaler,  on  n'en- 
dommage pas  la  coupe. 

Ce  qui  vient  d'être  dit  concerne  les  coupes 
petites  ou  moyennes.  S'agit-il  d'élaborer  et  de 
manipuler  des  coupes  du  cerveau  entier,  on  ne 
peut  pas  songer  à  sortir  la  coupe  de  l'eau  pour 
la  transporter  dans  un  récipient.  Il  faut  ici 
plonger  la  plaque  de  verre  qui  fera  porte-objet 
dans  l'eau  de  la  cuve,  la  glisser  délicatement 
sous  la  coupe,  qui,  à  cause  de  ses  dimensions, 
ne  surnage,  en  général,  qu'à  moitié,  et  chercher 
à  l'y  étaler  convenablement  sans  plis,  sans 
froissures,  puis  sortir  le  tout,  en  fixant  la 
coupe  sur  le  verre,  au  moment  oi^i  l'on  sortira 
l'objet  de  l'eau,  au  moyen    d'un  manche  à 
aiguille,  d'un  piquant,  etc.,  de  façon  à  l'em- 
pêcher de  glisser.  Pour  cela,  on  peut  aussi 
employer  une  assiette  plate,  de  grand  diamètre, 
dans  laquelle,  une  fois  la  coupe  recueillie,  on 
versera,  avec  les  précautions  voulues,  au  fur  et 
à  mesure  des  besoins,  les  liquides  nécessaire?, 
eau,  couleur,  alcool,  etc.  A-t-on  sorti  la  coupe 
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.siu-  une  plaque  de  verre,  celle-ci  passe  dans 
une  assiette  où  l'on  aura  préalablement  pré- 
paré le  bain  d'eau  distillée.  Pour  ces  grandes 
coupes  du  cerveau,  il  faut  énormément  de  pa- 
tience et  une  grande  sûreté  de  main. 

Les  récipients,  cupules,  auges,  etc.,  dans 
lesquels  les  coupes  faites  doivent  être  recueil- 
lies, se  numérotent  de  gauche  à  droite.  Sur  un 
plateau,  la  première  coupe  occupera  lapremière 
place  à  gauche  en  haut,  la  seconde  sera  placée 
à  la  droite  de  la  première,  et  ainsi  de  suite. 

La  coupe  faite  doit  être  immergée  dans 
l'eau  et  non  pas  flotter  sur  le  liquide  ;  chaque 
récipient  doit  être  couvert. 

B.  —  Manipulations  subséqliEntesdes  coupes. 

Que  la  coupe  provienne  d'un  bloc  ou  d'une 
pièce  simplement  collée  sur  un  bouchon, 
qu'elle  ait  été  faite  dans  le  microtome  de  Gud- 
den  ou  au  moyen  d'un  microtome  ordinaire, 
la  première  chose  à  faire  après  son  élabora- 
lion  est  de  la  laver  à  l'eau  distillée  (ou  à  un 
alcool  donné  suivant  la  méthode  de  coloration 
employée). 

La  durée  do  ce  bain  est  variable  ;  dans  la 
plupart  (les,  cas  elle  comportera  le  laps  de 
temps  nécessaire  pour  achever  l'élaboration 
des  autres  coupes  d'une  séance  et  pour  pré- 
parer le  traitement  subséquent  des  coupes. 
L'essentiel  est  que  la  coupe  faite  sous  l'eau  s'y 
débarrasse  entièrement  desimpuretés  qui  pour- 
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raient  y  être  fixées  et  que,  pour  celle  qui  pro- 
vient d'une  pièce  traitée  cà  l'alcool,  les  éléments 
nerveux  qui  dans  ce  liquide  ont  souffert  d'un 
ralatinement,  d'un  retrait  plus  ou  moins  ac- 
centué, s'y  distendent  et  se  gonflent  de  façon 
à  reprendre  leur  volume  normal.  Ce  mouve- 
ment d'expansion  des  éléments  nerveux,  des 
cellules  surtout,  est  nécessaire  pour  obtenir 
une  coloration  fixe. 

Comme  exemple  des  manipulations  à  faire 
subir  à  une  coupe,  nous  allons  décrire  le  trai- 
tement nécessaire  pour  colorer  une  coupe 
faite  sous  l'eau,  au  carmin  ammoniaque.  La 
technique  reste  à  très  peu  de  chose  près  la 
même  que  pour  les  coupes  provenant  de  blocs  et 
élaborées  au  microtome  à  glissoir.  La  manière 
de  procéder  est  la  même  pour  les  différents 
modes  de  coloration. 

Tout  d'abord,  on  peut  distinguer  deux  modes 
principaux  dans  la  manipulation  des  coupes  : 
on  peut  laisser  la  coupe  dans  le  récipient  qui 
la  contient,  l'arroser,  c'est-à-dire  remplir  le 
récipient  d'un  liquide  donné,  le  vider,  le  rem- 
plir de  nouveau,  et  ainsi  de  suite;  ou  bien  on 
peut  sortir  à  chaque  fois  la  coupe  d'un  bain 
pour  la  transporter  dans  un  autre,  soit  au 
moyen  d'un  morceau  de  papier,  soit  avec  une 
spatule,  ou  une  pince  si  la  coupe  est  celloï- 
dinée.  Pour  là  coloration  des  cellules  et  des 
cylindraxes,  en  outre  pour  le  traitement  géné- 
ral des  coupes  élaborées  sous  l'eau  dans  le 
microtome  de  Gudden,  le  premier  mode  de 
faire  nous  paraît  plus  recommandable  ;  pour 
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des  feuillets  collodionnés,  pour  les  coupes  de 
blocs  celloïdinés,  en  outre  pour  les  colorations 
des  gaines  de  myéline,  le  second  est  préfé- 
rable. Pour  les  grandes  coupes  du  cerveau 
entier,  tous  les  bains  doivent  se  donner  suc- 
cessivement dans  la  même  assiette,  en  ayant 
soin  de  ne  jamais  verser  le  liquide  sur  la 
coupe  ou  dans  son  voisinage  immédiat,  ce  qui 
provoquerait  des  plissements  irréparables, 
mais  sur  les  parois  du  récipient,  de  façon  à  ce 
([ue  le  liquide  ne  pénètre  que  graduellement, 
lentement,  dans  l'espace  occupé  par  la  coupe 
et  ne  l'immerge  qu'insensiblement.  C'est  une 
règle  applicable,  au  reste,  pour  toutes  les 
coupes,  grandes  ou  petites. 

Nous  avons  rangé  sur  un  plateau  autant 
d'auges  ou  de  cupules  que  nous  aurons  de  cou- 
pes à  traiter  ;  chaque  auge  est  remplie  conve- 
nablement d'eau  distillée,  chaque  récipient 
est  couvert  d'une  plaque  de  verre.  La  première 
coupe  que  nous  traiterons  passe  dans  l'auge 
qui  se  trouve  à  gauche  en  haut  sur  le  plateau, 
la  seconde  à  la  droite  de  la  première,  et  ainsi 
de  suite.  On  numérotera,  dans  toutes  les  ma- 
nipulations techniques,  toujours  de  gauche  à 
droite.  La  quantité  de  coupes  voulue,  c'est-à- 
dire  prévue  pour  la  séance  est-elle  obtenue,  on 
essuie  la  lame  et  le  microtome,  on  recouvre 
l'instrument  et  on  commence  à  préparer  le 
bain  colorant.  Cela  fait,  on  découvre  les  réci- 
pients contenant  les  coupes;  on  commence 
par  la  première  à  gauche  ;  de  la  main  gauche 
on  l'incline  et,  si  la  coupe  n'adhère  pas  seule 
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au  fond  du  récipient,  on  l'y  fixe  au  moyen  d'un 
instrument  piquant,  aiguille,  etc.,  pour  l'em- 
pêcher de  s'échapper  avec  le  liquide  ;  on  verse 
l'eau.  Pour  ce  premier  bain,  nous  nous  servons, 
par  raison  d'économie,  d'eau  distillée,  filtrée  à 
chaque  fois  après  le  premier  lavage  en  ques- 
tion. On  retourne  l'auge  et  on  laisse  égouller  ; 
on  opère  de  même  pour  les  autres  coupes. 
Toutes  les  auges  vidées,  on  essuie  chacun  de 
ces  récipients,  de  façon  à  ce  que  les  paroiset  le 
fond  de  l'auge  soient  parfaitement  secs  ;  atten- 
tion à  ne  pas  détériorer  la  coupe.  On  verse 
successivement  dans  chaque  récipient  la  quan- 
tité voulue  de  couleur.  La  coupe  ne  doit  pas 
flotter  sur  la  solution,  elle  doit  immerger  com- 
plètement dans  le  liquide  colorant. 

La  du  fée  du  bain  colorant  varie  suivant  la 
nature  de  la  pièce,  l'épaisseur  de  la  coupe,  le 
titre  de  la  solution  colorante  et  la  température 
ambiante.  De  certaines  pièces  acceptent 
mieux  la  couleur  ou  telle  couleur,  que  d'autres; 
c'est  affaire  d'un  essai  pour  chaque  nouvelle 
pièce,  pour  chaque  nouvelle  méthode  colorante 
au  début  de  chaque  nouvelle  série.  Les  coupes 
minces  séjourneront  plus  longtemps  dans  un 
bain  colorant  que  celles  qui  sont  plus  épaisses. 
L'étendue,  le  diamètre  d'une  coupe,  n'y  sont 
pour  rien.  Les  solutions  faibles  colorent,  en 
général,  plus  également,  plus  exactement  les 
éléments  nerveux  que  les  solutions  fortes.  Il 
vaut  infiniment  mieux,  toutes  choses  égales 
â'ailleurs,  laisser  une  coupe  pendant  un  temps 
plus  long   dans  une  solution  diluée,  qu'un 
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temps  moins  long  dans  une  solution  concen- 
trée. La  durée  de  ce  bain  est  prescrite  par 
chaque  méthode  de  coloration,  et  le  titre  des 
solutions  est  toujours  exactement  formulé.  Le 
plus  souvent,  avec  l'emploi  d'une  solution  faible 
ou  moyenne,  la  durée  d'un  bain  colorant  est 
<le  12-18-24  heures.  Les  traités  préconisent,  en 
général,  les  méthodes  et  les  colorations  rapides, 
comme  s'il  s'agissait  avant  tout  déteindre  une 
coupe,  et  beaucoup  moins  de  la  coloration 
exacte  des  éléments  nerveux.  Cette  coloration, 
pour  être  bonne,  doit  se  faire  lentement,  pro- 
gressivement ;  le  lavage  décolorant,  la  diffé- 
renciation, se  font  ensuite  dans  de  meilleures 
conditions.  Les  coupes  contenant  la  couleur, 
c'est-à-dire  les  coupes  en  traitement,  ne  seront 
jamais  exposées  à  la  pleine  lumière  solaire. 
Nous  avons  l'habitude  de  baisser  les  stores  du 
laboratoire  pendant  la  durée  des  manipula- 
tions. Les  colorations  en  vue  des  cellules  ner- 
veuses avec  leurs  prolongements  donnent,  en 
général,  des  résultats  plus  satisfaisants,  lorsque 
les  coupes  ou  les  pièces   n'ont  pas  subi  le 
contact  de  l'alcool.  Faisons  remarquer  ici  que 
les  coupes  qui  ont  séjourné  dans  l'alcool  ou 
qui  proviennent  de  pièces  plus  ou  moins  im- 
bibées d'alcool,  et  qu'on  immerge  à  un  mo- 
ment donné  dans  de  l'eau  distillée  ou  dans  une 
solution  aqueuse,  présentent  alors  des  mouve- 
ments rotatoires  de  diffusion,  très  prononcés, 
et  quelquefois  si  énergiques  que  la  coupe  en 
tournant  peut  se  détériorer,  se  fissurer,  etc., 
lorsqu'elle  est  très  mince,  ou  s'émieltcr,  lors- 
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qu'elle  est  épaisse.  Il  faut  alors  immerger  les 
coupes  rapidement  et,  pendant  les  premiers 
instants  du  bain,  la  tenir  délicatement  sous 
le  liquide,  au  moyen  d'une  baguette  de  * 
verre,  etc.  ;  de  même  lorsque  les  coupes  flot- 
tent sur  le  liquide  sans  immerger  tout  à  fait. 
Les  coupes  dont  nous  parlons  séjourneront  le 
moins  de  temps  possible  dans  un  liquide 
aqueux;  il  en  sera  de  même  pour  les  coupes 
provenant  de  blocs  paraffinés. 

Le  bain  de  couleur  donné,  on  vide  succes- 
sivement les  auges,  on  les  essuie  soigneuse- 
ment chacune  après  les  avoir  retournées  sur  le 
plateau,  pour  qu'elles  aient  pu  s'égoutter.  Les 
auges  propres  et  sèches,  on  donne  le  bain 
décolorant,  ou  fixatif,  ou  de  différenciation,  en 
versant  dans  chaque  auge  la  quantité  suffi- 
sante du  liquide  à  employer.  Il  est  bon  de 
remuer  l'eau  de  ce  bain,  de  la  battre  délicate- 
ment avec  une  baguette  de  verre,  de  façon  à 
activer  le  travail  de  décoloration  et  à  répartir 
plus  également  dans  le  liquide  les  particules 
de  couleur  qui  sont  rendues  par  la  coupe.  Au 
bout  d'un  instant,  ou  change  l'eau  ou  le  liquide 
décolorant  en  employant  les  mêmes  précau- 
tions. 

Lorsque  la  coupe  ne  rend  plus  de  couleur, 
on  verse  le  bain  décolorant,  on  sèche  l'auge  et 
on  donne  le  bain  prévu  par  la  méthode,  en 
général  celui  de  réduction  ou  de  diflerenciation. 
Le  bain  décolorant  a  une  durée  qui  varie 
également  suivant  la  nature  de  la  pièce, 
l'épaisseur  de  la  coupe,  le  titre  du  liquide 
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colorant  et  le  degré  de  décoloration  à  atteindre. 
Pour  les  coupes  colorées  au  carmin,  par 
exemple,  il  durera  environ  1-1  1/4-2  heures,  et, 
dans  la  règle,  tant  que  la  coupe  rendra  encore 
de  la  couleur. 

Les  récipients  seront  couverts.  Pendant  ce 
bain  ou  pendant  un  second  lavage  à  l'eau,  ou 
bien  pendant  un  bain  qui  suivra  l'immersion 
dans  le  liquide  de  dill'érenciation,  toutes 
choses  que  nous  donnons  de  préférence  dans 
un  récipient  plus  grand,  une  soucoupe,  par 
exemple,  on  placera  la  coupe  sur  le  porte- 
objet.  Quand  on  a  à  placer  plusieurs  coupes 
sur  le  même  porte-objet,  on  place  la  première 
en  rang  à  gauche  sur  le  premier  rang,  la  sui- 
vante à  droite  de  la  première,  et  ainsi  de 
suite,  en  numérotant  également  sur  les  porte- 
objets  toujours  de  gauche  à  droite.  Les  pre- 
mières coupes  placées,  le  premier  rang  par 
exemple  au  complet,  on  incline  le  porte-objet 
de  façon  à  ce  que  les  coupes  déjà  placées 
soient  hors  de  l'eau,  et  on  place  les  suivantes, 
en  ne  laissant  tremper  dans  l'eau  que  la  partie 
du  porte-objet  sur  laquelle  d'autres  coupes 
doivent  trouver  place.  La  ou  les  coupes  conve- 
nablement placées,  on  essuiera  soigneusement 
le  porte-objet  tout  autour  des  coupes  et  on 
transportera  le  tout  dans  le  bain  dedéshydrati- 
sation  (alcool  absolu).  Pour  entrer  le  porte- 
objet  dans  le  bain,  on  l'incline  de  façon  à  le 
faire  pénétrer  à  moitié  de  pointe  dans  le  li- 
quide et,  au  besoin,  en  fixant  la  coupe  pour 
l'empêcher  de  glisser.  Les  coupes  doivent  être 
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complètement  recouvertes  par  l'alcool.  La 
grande  auge  carrée  dans  laquelle  ces  bains 
se  donnent  sera  tenue  couverte.  La  durée 
moyenne  de  ce  bain  est  d'environ  20-30  mi- 
nutes pour  des  coupes  de  moyenne  épaisseur 
et  de  moyenne  étendue.  Les  coupes  épaisses  el 
celles  de  grandes  dimensions  y  resteront  plus 
longtemps  que  celles  qui  sont  petites  et  minces. 
Pour  de  certaines  coupes  très  délicates,  il  est 
prudent  de  commencer  le  bain  de  déshydra- 
tisation  par  un  liquide  plus  dense  et  de  don- 
ner successivement  des  bains  d'alcool  à  80-90- 
05  0/0,  pour  fmir  par  l'alcool  absolu.  Les  coupes 
celloïdinées  et  les  pellicules  de  Weigert  conte- 
nant des  coupes  provenant  de  blocs  celloïdincs 
seront  déshydratées  dans  de  l'alcool  à  95  ou 
96  0/0. 

La  déshydratisation  doit  être  complète; 
lorsqu'elle  ne  l'a  pas  été,  on  aperçoit,  pendant 
l'acte  de  l'éclaircissement,  des  taches  caracté- 
ristiques sur  la  coupe  et  qui  ne  disparaissent 
plus.  Pour  sortir  le  porte-objet  de  la  cuve 
à  alcool,  il  faut  l'incliner  de  façon  à  ce  que  la 
partie  du  porte-objet  qui  contient  ou  porte 
les  coupes  sorte  la  première  ;  on  fixe  la  ou 
les  coupes  au  fur  et  à  mesure  qu'elles  sortent, 
de  façon  à  les  empêcher  de  glisser.  Dès  qu'un 
porte-objet  est  sorti,  il  faut  tout  d'abord 
recouvrir  la  cuve,  puis  laisser  égoutter  un  mo- 
ment, en  tenant  le  porte-objet  à  plat  ou  très 
légèrement  incliné;  on  essuie  rapidement  le 
pourtour  du  porte-objet,  on  le  place  très  à 
plat  sur  la  lable  de  travail  et  on  recouvre  la 
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coupe  (avec  un  pinceau)  d'une  quantité  suffi- 
sante de  liquide  éclaircissant,  le  plus  souvent 
d'essence  de  girofle  (Oleum  caryopInjllae-Ncl- 
kenoel).  Il  faut  que  cet  acte  soit  accompli 
rapidement,  car,  au  sortir  du  bain  de  déshy- 
dratisation,  les  coupes  sèchent  très  vite;  or, 
pour  si  peu  qu'elles  le  soient,  des  coupes 
sèches  ne  valent  plus  rien.  La  coupe  doit 
reluire  d'humidité;  il  faut  donc  veiller  à  ce  que 
le  luisant  caractéristique  se  maintienne  intact 
jusqu'au  moment  de  la  lubrification  par  l'es- 
sence. A  ce  moment,  on  peut  placer  le  porte- 
objet  pour  un  instant  de  côté  et  procéder  au 
même  traitement  des  autres  coupes.  Un  ins- 
tant après  l'avoir  recouverte  d'essence, la  coupe 
se  met  à  flotter  sur  la  couche  de  liquide.  La 
transparence  ne  s'en  obtient  pas  moins  si  on 
la  laisse  telle  quelle;  cependant,  il  vaut  mieux 
l'immerger  complètement  sous  l'essence, 
c'est-à-dire  dans  la  quantité  nécessaire  de 
l'agent  éclaircissant  (essence  de  girofle,  créo- 
sote, térébenthine,  xylol,  huile  d'origan,  etc., 
etc.).  Pour  cela,  patiemment  et  délicatement 
on  étale  une  goutte  ou  deux  de  liquide  sur  la 
coupe,  et  doucement  on  finit  par  l'immerger 
tout  à  fait.  Au  moment  où  l'essence  de  girofle 
est  étendue  sur  la  surface  d'une  coupe  encore 
tout  humide  d'alcool,  il  se  produit  un  trouble 
opalescent,  qui  disparaît  insensiblement  et  que 
beaucoup  de  débutants  envisagent  à  tort 
comme  un  phénomène  anormal.  Le  trouble 
provient  du  mélange  de  l'essence  et  del'alcool; 
ce  dernier  est  insensiblement  résorbé  compté- 
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tement  et  la  coupe,  progressivement  pénétrée 
par  le  liquide  plus  dense,  passe  ainsi  graduel- 
lement à  l'état  de  transparence.  Les  agents 
éclaircissants  à  action  lente,  comme  ceux  que 
nous  venons  de  citer, sont  ceux  qui  conviennent 
le  mieux  pour  les  coupes  du  S.  N.  C.  Au  reste, 
chaque  méthode  indique  l'agent  éclaircissant 
à  employer.  La  transparence  s'obtient  plus  ou 
moins  promptement.  C'est  un  acte  à  contrôler 
au  microscope  à  dissection  de  Nachet.  Lors- 
qu'elle est  obtenue,  on  peut  monter  de  suite, 
mais  nous  estimons  qu'il  est  préférable  de 
laisser  la  coupe  s'imprégner  encore  pendant 
quelque  temps  et  de  parachever  la  transpa- 
rence de  tous  les  tissus.  Placer  les  porte- 
objets  très  à  plat;  éviter  le  soleil.  Lorsque  la 
transparence  est  complète,  on  incline  le  porte- 
objet  au-dessus  de  la  cupule  à  essence  et, 
tout  en  empêchant  les  coupes  de  glisser  de 
la  place  qu'on  leur  a  assignée,  on  laisse  égout- 
ter.  On  pose  ensuite  le  porte-objet  sur  un  plan 
incliné,  de  manière  à  ce  que  les  dernières 
gouttes  d'essence  glissent  le  long  du  verre;  on 
essuie  soigneusementle  porte-objetetl'onmon- 
te.  On  a  conseillé  de  sécher  la  coupe  en  appli- 
quant sur  le  porte-objet  un  morceau  de  papier 
Josèphe,  qui  absorberait  toute  trace  d'es- 
sence. Nous  proscrivons  ce  moyen.  Le  papier 
laisse  sur  la  coupe  des  fils  qui  gênent  l'exa- 
men et  qui  peuvent  donner  lieu  à  des  erreurs 
d'interprétation.  Pour  les  coupes  éclaircies  à 
l'essence  de  girofle,  on  peut  traiter  parle  xylol 
(.^-10  minutes),  égoutter  et  monter.  C'est  un 
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surcroît  de  travail  qui  n'est  pas  absolument 
nécessaire  et  dont  on  se  passera  quand  on  aura 
des  centaines  de  coupes  à  traiter  dans  une 
série.  Pour  monter,  placer  le  porte-objet  devant 
soi  sur  la  table  de  travail,  verser  une  goutte 
ou  la  quantité  jugée  suffisante  de  baume  ou 
de  résine  sur  le  milieu  de  la  coupe,  et  laisser 
ce  liquide  s'y  étaler  convenablement.  Pour 
placer  le  couvre-objet,  tenir  ce  dernier  de  la 
main  gauche,  prendre  un  point  d'appui  sur  les 
avant-bras,  soutenir  de  la  main  droite  au 
moyen  d'une  aiguille  à  dissocier  le  couvre- 
objet,  l'abaisser  insensiblement  et  l'appliquer 
par  son  côté  gauche  sur  le  porte-objet,  en  cal- 
culant l'espace  qu'il  aura  à  recouvrir,  de  façon 
à  ce  que,  en  continuant  à  l'abaisser  tout  en 
le  soutenant  toujours  avec  la  pointe  de  l'ai- 
guille, il  arrive  à  couvrir  la  coupe,  le  centre 
de  celle-ci  correspondant  au  milieu  du  couvre- 
objet.  Pour  de  petites  coupes,  verser  une 
goutte  de  baume  sur  le  couvre-objet,  retourner 
celui-ci  et  l'appliquer  très  à  plat,  en  le  tenant 
entre  le  pouce  et  l'index  ou  dans  les  mors 
d'une  pmce  courbée,  surla  coupe.  Au  moment 
ou  le  couvre-objet  s'étale   sur  une  coupe 
il  se  produit  un  mouvement  de  glissement 
dans  un  sens  ou  dans  l'autre.  Prévenir  ce 
mouvement  en  appliquant  un  ongle  de  la 
main  gauche  et  la  pointe  de  l'aiguille  tenue  de 
a  mam  droite  sur  le  porte-objet  et  contre  les 
bords  du  couvre-objet,  pour  maintenir  celui- 
ci  en  place.  Placer  la  préparation  très  à  plat 
dans  un  lieu  sec.  ' 
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Pendant  le  cours  des  manipulalions  qui 
viennent  d'être  énumérées,  il  faut  contrôler  les 
résultats  des  différents  actes,  et  surtout  au  dé- 
but d'une  série;  c'est  ici  que  le  microscope  à 
dissection  de  Nachet  rendra  de  grands  services, 
car  on  peut  transporter  sur  la  platine  de  cet 
instrument  une  auge,  une  cupule,  etc.,  conte- 
nant une  coupe  en  traitement,  sans  craindre  de 
détériorer  un  objectif,  si  pour  cela  il  avait  fallu 
se  servir  d'un  microscope  proprement  dit.  En 
examinant  ainsi  une  coupe  après  un  lavage,  ou 
dans  le  bain  décolorant  ou  de  différencia- 
tion, etc.,  on  peut  constater  si  l'opération  se 
fait  convenablement  ou  quelles  sont  les  fautes 
à  éviter  dans  la  suite. 

Relativement  aux  solutions  colorantes,  nous 
recommandons  de  placer  sur  chaque  flacon  un 
entonnoir  muni  d'un  filtre,  et  de  verser  au  furet 
à  mesure  sur  ce  filtre  la  quantité  de  couleur 
qui  aura  servi  pour  un  bain.  La  plupart  de  ces 
solutions  se  bonifient  par  un  filtrage  répété,  et 
elles  peuvent  ainsi  être  employées  très  long- 
temps à  l'état  de  pureté  complète.  II  en  est  qui 
se  bonifient  en  vieillissant,  comme  la  solution 
au  carmin-ammoniaque,  par  exemple.  Hors  des 
phases  de  travail,  les  flacons  seront  bouchés. 
Chaque  flacon  sera  étiqueté.  Il  est  bon  de  tenir 
les  solutions  colorantes  à  l'abri  d'une  lumière 
trop  vive.  Il  ne  faut  pas  agiter  un  flacon  sans 
le  filtrer  ensuite. 

Relativement  aux  liquides  décolorants,  nous 
ferons  observer  qu'il  ne  faut  pas  laisser  une 
coupe  immergée,  tout  au  moins  longtemps 
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immergée,  dans  un  bain  décolorant  ou  d'eau 
distillée  sans  agiter  le  liquide  avec  une  baguette 
de  verre,  le  manche  d'une  aiguille  à  disso- 
cier, etc.  ;  il  se  forme  souvent  des  dépôts  de 
particules  colorantes  microscopiques  durant 
cet  acte  sur  la  coupe,  dépôts  qui  ne  sont  natu- 
rellement pas  reconnaissables  à  l'œil  nu  et  qui, 
à  un  moment  donné,  encrassent  plus  ou  moins 
la  préparation  ;  en  agitant  le  liquide,  sans  pour 
cela  que  les  vagues  provoquées  dans  le  réci- 
pient soient  trop  fortes  et  que  la  coupe  puisse 
en  souffrir,  on  établit  ainsi  des  courants  qui 
■entraînent  les  particules  et  qui  contribueront 
à  rendre  l'image  plus  nette.  Ce  battage  de  l'eau 
doit  se  faire  principalement  un  instant  avant 
de  sortir  la  coupe  du  liquide  décolorant.  Les 
coupes  sont  d'ordinaire  toujours  assez  colorées; 
le  plus  souvent  même,  elles  le  sont  trop.  Ce  qui 
manque,  c'est  le  lavage  soigneux,  le  bain  déco- 
Jorant  minutieusement  donné.  Cet  acte  est, 
nous  le  répétons,  très  important;  c'est  là  sou- 
vent que  gît  le  secret  des  belles  préparations 
■du  S.  N.  C.  Il  faut  donc  lui  vouer  tous  ses  soins 
■et  en  contrôler  les  effets  sur  les  coupes  en  trai- 
tement. 

Relativement  aux  récipients  dont  on  se 
sert,  auges  à  oiseaux,  cupules,  soucoupes, 
assiettes,  etc.,  aux  linges  qu'on  emploie  pour 
les  essuyer,  aux  doigts  de  l'opérateur,  nous  ne 
saurions  trop  recommander  la  plus  rigoureuse 
propreté.  Après  chaque  manipulation,  tout  ce 
([ui  a  servi  doit  être  lavé  et  essuyé  à  fond,  puis 
rincé  à  l'eau  chaude  ou  avec  un  mélange  d'eau 
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et  d'alcool.  Dans  la  règle,  n'employer,  comme 
instruments  auxiliaires,  que  ceux  qui  sont  de 
bois  ou  de  verre  (manches  d'aiguilles  à  disso- 
cier, manche  d'un  scalpel,  piquant  de  porc- 
épic,  spatule  en  platine,  etc.),  telle  solution 
s'altérant  au  contact  d'un  métal,  et  les  coupes 
en  traitement  pouvant  se  tacher  irrémissible- 
ment  sous  l'influence  des  combinaisons  que  les 
métaux  (le  platine  excepté)  font  naître  en  pré- 
sence de  certains  acides  ou  de  certains  réac- 
tifs. 

Relativement  au  bain  de  déshydratisation, 
une  remarque  dont  on  ne  tient  pas  suffisam- 
ment compte,  en  général  :  Avant  le  bain,  il  faut 
essuyer  à  fond  le  porte-objet  qui  vient  de  sor- 
tir d'un  liquide  aqueux  (sans  détériorer  la 
coupe  !).  Si  l'on  n'y  prenait  garde,  l'eau  qui  res- 
terait fixée  sur  le  verre  diluerait  à  la  longue 
l'alcool,  et  celui-ci  ne  remplirait  alors  plus  sa 
tâche  de  déshydratisation;  au  bout  d'un  certain 
temps,  ce  ne  serait  plus  de  l'alcool  absolu,  mais 
plus  ou  moins  étendu,  et,  sans  se  douter  de 
la  cause  d'une  déshydratisation  insuffisante, 
incomplète,  on  irait  au-devant  de  mécomptes 
subséquents.  Certaines  coupes,  ou  plutôt  cer- 
taines parties  de  coupes,  comme  la  capsule 
interne,  les  franges  du  cervelet,  etc.,  se  plis- 
sent plus  ou  moins  dans  le  bain  d'alcool  et 
peuvent  alors  faire  croire  à  quelque  complica- 
tion ;  il  n'en  est  rien  cependant,  mais  ces  coupes 
nécessitent  une  plus  grande  quantité  d'essence 
pour  l'éclaircissement  et  un  couvre-objet  plus 
épais,  plus  lourd,  pour  que,  sous  l'action  de  la 
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pression  que  le  verre  exercera  sur  la  coupe,  les 
parties  plissées  s'étalent  convenablement. 

Relativement  à  l'essence  de  girolle,  qui  est 
l'agent  éclaircissant  par  excellence  etdont  l'em- 
ploi est  d'une  grande  simplicité,  il  faut  avoir 
soin  de  la  fdtrer  de  temps  en  temps  ;  lorsqu'elle 
jaunit  trop,  il  sera  prudent  de  la  remplacer  par 
de  l'essence  fraiche. 

Relativement  au  baume  de  Canada,  nous 
recommandons  de  le  tenir  fluide  à  point;  s'il 
s'épaissit,  il  se  répartira  inégalement  sur  la 
coupe  ;  il  modifie  alors  aussi  l'optique  et  sèche 
mal.  On  le  dilue  en  y  ajoutant  quelques  gouttes 
de  chloroforme;  après  avoir  remué  le  mélange 
avec  une  baguette  de  verre,  on  laisse  reposer 
avant  de  s'en  servir,  jusqu'cà  ce  que  toutes  les 
bulles  d'air  se  soient  dissipées.  Le  baume  de 
Canada  doit  avoir  une  consistance  sirupeuse 
et  être  toujours  frais,  c'est-à-dire  peu  coloré. 

Les  plaques  collodionnées  selon  Weigert 
passent,  après  leur  élaboration,  dans  le  bain 
colorant,  où  le  feuillet  coliodionné,  c'est-à-dire 
la  pellicule,  se  détache  aussitôt.  Dès  ce  moment, 
la  pellicule  est  traitée,  en  somme,  comme  une 
coupe  isolée;  ou  bien  aussi  on  peut  découper 
les  din"érentes  coupes  prises  dans  la  pellicule 
et  traiter  chacune  d'elles  à  part.  Découper 
alors  les  coupes  sous  l'eau  avec  des  ciseaux. 
Ces  coupes  ne  sont  pas  éclaircies  à  l'essence 
de  girofle,  mais  au  carbol-xylol  (Voyez  méthode 
de  Weigerl). 

On  peut  les  monter  au  Canada.  Le  bain  de 
déshydralisation  sera  donné  avec  de  l'alcool  à 
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95-96  0/0.  Pour  les  coupes  provenant  de  pla- 
ques à  la  photoxyline,  voir  système  d'Obregia; 
et  pour  celles  traitées  en  séries  suivant  le 
système  des  feuillets  de  papier,  voir  système 
de  St7'asser. 

Ce  qui  précède  s'applique  aussi  bien  aux 
coupes  faites  sous  l'eau  dans  le  microtome  de 
Gudden  qu'à  celles  provenant  de  blocs  cel- 
loïdinés  et  élaborées  au  moyen  d'un  microtome 
ordinaire  à  glissoir.  Les  coupes  celloïdinées 
seront  de  préférence  transportées  d'un  bain 
dans  un  autre  bain  ;  elles  resteront  plus  long- 
temps dans  le  liquide  décolorant  ou  de  diffé- 
renciation, plus  longtemps  aussi  dans  un  bain 
de  lavage  que  les  coupes  non  celloïdinées,  et 
elles  seront  déshydratées  dans  de  l'alcool  à 
96  0/0. 

Le  bain  d'alcool  absolu,  si  la  méthode 
colorante  en  prévoit  un,  sera  de  courte  durée. 
Pour  l'éclaircissement,  préférer  le  carbol-xylol 
de  Weigert  ou  l'huile  d'origan.  Lorsqu'on 
colore  avec  des  couleurs  d'aniline,  il  faut  avoir 
soin  d'enlever  tout  autour  de  la  pièce  enrobée 
autant  de  celloïdine  que  faire  se  pourra,  cette 
substance  s'imbibant  outre  mesure  de  couleur, 
ce  qui,  dans  la  suite,  complique  le  traitement. 

Les  coupes  provenant  de  pièces  paraffinées 
sont  d'ordinaire  trop  friables  pour  supporter 
impunément,  sans  préparation  spéciale,  les 
manipulations  que  nous  venons  de  mentionner. 
En  outre,  pour  que  la  couleur  puisse  prendre 
convenablement  sur  les  éléments  nerveux,  il 
faut  que  la  paraffine  dont  les  coupes  sont 
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imprégnées  disparaisse  de  l'intiiuilé  des  tissus 
nerveux.  Pour  cela,  on  a  proposé  différents 
moyens  en  vue  de  fixer  la  coupe  paraffinée  sur 
le  porte-objet,  avant  de  la  soumettre  au  traite- 
ment colorant  subséquent. 

On  peut  étendre  sur  le  porte-objet  destiné 
à  recevoir  la  coupe  une  mince  couche  du 
mélange  suivant  : 

Collodiou   1  partie. 

Essence  de  girofle   2  parlies. 


Après  avoir  appliqué  et  étalé  la  coupe  sur 
cette  couche,  on  porte  le  tout  à  l'étuve  et  on 
l'y  laisse  pour  5-10  minutes  à  une  température 
constante  de  60°  C.  De  là,  le  porte-objet  passe 
dans  un  bain  de  xylol  jusqu'à  solution  com- 
plète de  la  paraffine.  Gela  obtenu,  on  donne  un 
bain  d'alcool  à  96  0/0.  La  conpe  passe  ensuite 
par  la  série  réglementaire  des  bains  d'eau 
distillée,  bain  de  couleur,  lavage,  dilférencia- 
tion,  alcool,  xylol  et  Canada. 

Ou  bien  on  peut  fixer  la  coupe  paraffinée  de 
la  manière  suivante: 

Préparer  une  certaine  quantité  d'eau  albu- 
minée (du  blanc  d'œuf  battu  dans  de  l'eau 
jusqu'à  formation  d'une  mousse  caractéris- 
tique). Puis  mélanger  : 

Eau  nlbnuiiuéB  )  ~  , 

Glycérine   |  au  1  volume. 


Filtrer.  On  étend  une  couche  mince  de  ce 
liquide  sur  le  porte-objet.  Y  placer  la  coupe, 
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transporter  le  tout  à  l'^tuve  à  une  température 
constante  de  60°  C.  Le  mélange  s'y  durcit  et 
la  coupe  reste  collée  sur  la  couche  étendue  tout 
d'abord  sur  le  porte-objet.  Traitement  subsé- 
quent ordinaire. 

Ou  bien  encore  on  étend,  au  moyen  d'une 
baguette  de  verre,  une  couche  très  mince 
(l'une  solution  concentrée  de  colle-forte  dans 
de  l'alcool,  sur  le  porte-objet  préalablement 
tiédi  (légèrement  chauffé  sur  une  lampe  à 
alcool).  On  applique  la  coupe  sur  cette  couche. 
On  place  le  tout  sur  les  rebords  d'un  récipient 
quelconque,  auge  à  oiseaux,  cupule,  petit 
bocal,  au  fond  duquel  on  aura  versé  quelques 
gouttes  d  ether  sulfurique.  On  expose  l'objet 
aux  vapeurs  de  ce  liquide  pendant  quelques 
minutes,  puis  on  place  le  porte-objet  dans 
l'étuve  à  une  température  constante  de  60°  C. 
Bain  de  xylol,  alcool  et  traitement  subséquent 
comme  plus  haut. 

Neelsen  (71)  propose  le  moyen  suivant;  pré- 
parer la  solution  que  voici  : 

D'une  solution  à  parties  éga- 
les de  sucre  caudi  et  d'eau. 

D'une  solulion  de  dextrine 
dans  de  l'oau  :  à  1/2  

Glycérine  

Alcool  à  90  0/U  

Étendre  une  mince  couche  de  ce  liquide  sur 
ie  porte-objet.  Y  appliquer  et  y  étaler  alors 
la  ou  les  coupes.  Transporter  le  tout  à  l'étuve 
jiour  20  minutes.  Cela  fait,  donner  un  bain  de 
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xylol  jusqu'à  solution  de  la  paraffine.  Bain 
d'alcool  absolu.  Dans  ce  bain,  le  mélange 
dexlriné  (l'alcool  s'est  déjà  évaporé  dans  l'étuve) 
se  durcit  complètement;  mais  il  se  dissout 
dans  l'eau  ;  les  coupes  qui  devront  être  colorées 
dans  une  solution  aqueuse  seront  donc  fixées 
sur  le  porte-objet  suivant  un  autre  procédé 
que  celui-ci,  et  de  préférence  avec  le  mé- 
lange de  collodion  et  d'essence  de  girofle. 

Ou  bien  encore  :  recouvrir  la  coupe  fixée  sur 
le  porte-objet  au  moyen  de  la  solution  dextrinée 
après  le  bain  d'alcool  (qui  lui-même  fait  suite 
au  bain  de  xylol),  d'une  couche  très  mince 
d'une  solution  de  photoxylline  : 

Pholoxylline   lo  parties. 

Alcool  absolu   100  — 

Éther  sulfurique   .oOO  — 

Après  avoir  étendu  une  mince  couche  de  ce 
liquide  sur  la  coupe,  on  laisse  sécher  à  l'air 
jusqu'à  prise  complète  de  la  pellicule.  Lors- 
qu'on transporte  alors  le  porte-objet  dans  de 
l'eau  ou  un  liquide  aqueux,  le  mélange  dextriné 
se  dissout  et  la  coupe  reste  agglutinée  sur  la 
pellicule  de  photoxylline.  On  n'a  qu'à  détacher 
celle-ci  de  dessus  le  porte-objet  pour  la  traiter 
ullérieurement  comme  une  coupe  ordinaire. 

Il  faut  éviter  l'alcool  absolu,  dans  lequel  la 
photoxylline  se  dissout.  Ce  procédé  convient 
pour  les  colorations  à  l'hématoxyline  et  au 
carmin,  mais  pas  ou  mal  pour  les  colorations 
aux  couleurs  d'aniline. 

Pour  les  coupes  de  pcliles  pièces  durcies  au 
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sublimé  corrosif  (Voir  l'aiiiclc  Durcissement)  et 
enrobées  à  la  paraffine  suivant  un  procédé  spé- 
cial (Voir  l'arlicle  Enrobement  à  la  paraffine), 
nous  produisons  ici'  uneméthodc  aussi  simple 
qu'ingénieuse,  inédite  encore,  inventée  par 
Wlassak,  pour  fixer  les  coupes  paraffinées  sur 
le  porte-objet;  nous  avons  pu  en  admirer  les 
résultats  au  laboratoire  de  physiologie  de 
Zurich. 

Pendant  que  la  coupe  enlevée  au  petit  bloc 
paraffiné  repose  encore  sur  la  lame  du  micro- 
tome, on  dépose  une  goutte  d'eau  distillée, 
préalablement  chauffée,  sur  le  porte-objet 
à  la  place  que  devra  occuper  la  coui)e.  Au 
moyen  du  pinceau  humecté  d'eau  distillée 
chaude  on  enlève  la  coupe  de  dessus  la  lame 
du  couteau  et  on  la  place  sur  la  goutte  d'eau 
chaude  qui  se  trouve  sur  le  porte-objet,  préa- 
lablement tiédi  ;  on  expose  le  tout,  sur  les 
parois  ou  le  rebord  d'un  récipient  quelconque 
contenant  de  l'eau  distillée  bouillante  (le  réci- 
pient est  placé  lui-même  sur  un  trépied  et  au- 
dessus  d'une  flamme  de  gaz  ou  d'alcool),  aux 
vapeurs  de  cette  eau  distillée  en  ébullition.  La 
coupe  s'étale  alors  très  rapidement  sur  le 
porte-objet;  cela  fait,  on  transporte  le  porte- 
objet, inclus  dans  une  boîte  en  fer-blanc,  dans 
l'étuve;  après  quoi  on  traite  la  coupe,  c'est-à- 
dire  le  porte-objet,  suivant  les  règles  piescrites 
pour  les  coupes  paraffinées,  xylol,  alcool,  etc., 
etc.  Ce  procédé  peut  s'appliquer  aux  coupes 

1.  Avec  l'autorisation  de  M.  Wlassak,  premier  as 
sistaiit  do  riuslitut  physiologique  de  Zurirli. 
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d'un  diamètre  correspondant  à  celui  de  la 
moelle  allongée  d'un  chat,  d'un  oiseau,  etc.; 
les  résultats  immédiats  qu'il  produit  sont  par- 
faits. 

—  Système  des  coupes  en  séries. 

I"  Sjistl'me  des  plaques  en  séries  de  ]\'eigerl  (20)* 

Pour  simplifier  la  manipulation  des  coupes 
et  pour  permettre  une  coloration  parfaitement 
uniforme  d'une  suite  de  coupes  provenant  de 
la  même  pièce  ou  d'une  succession  de  coupes 
de  pièces  différentes,  Weigert  a  imaginé  le 
procédé  de  plaques  ou  de  pellicules  collodion- 
nées,  par  séries  non  interrompues  qui,  en  tech- 
nique, est  désigné  couramment  par  le  nom  de 
l'auteur.  Ce  procédé  peut  s'appliquer  à  toute 
espèce  de  coupes,  qu'elles  proviennent  de 
pièces  enrobées  à  la  celloïdine  ou  non. 

Il  se  décompose  en  une  série  dactes  distincts 
que  nous  énumérons  dans  l'ordre  de  leur  pré- 
paration; la  synthèse  du  système  s'en  dégage 
sans  qu'il  soit  nécessaire  d'entrer  dans  trop  de 
détails  complémentaires. 

a.  Préparation  des  plaques.  —  On  choisit  des 
plaques  de  verre  dont  les  dimensions  varient 
suivant  le  but  auquel  elles  sont  destinées,  c'est- 
à-dire  lo  nombre  des  coupes  qu'on  a  l'inten- 
tion de  traiter  sur  une  plaque  ou  la  grandeur 
des  coupes  en  cause. 

Pour  les  grandes  coupes,  on  prendra  des 
plaques  de  verre  correspondant,  par  exemple, 
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k  celles  dont  on  se  sert  en  bactériologie  pour 
liss  cultures;  pour  les  coupes  moyennes,  des 
plaques  mesurant  environ  4  sur  15  centimè- 
tres, etc.  Pour  les  petites  coupes,  on  peut  se 
servir  de  porte-objets  ordinaires.  Après  avoir 
soigneusement  lavé  et  essuyé  une  plaque  de 
verre,  on  la  recouvre  d'une  mince  coucbe  de 
coUodion  ;  pour  cela  faire,  étendez  sur  le 
milieu  de  la  plaque  une  certaine  quantité  de 
coUodion,  comme  le  font  les  photographes 
lorsqu'ils  préparent  leurs  plaques  humides. 
Tenez  la  plaque  très  horizontalement  par  un 
de  ses  coins,  imprimez-lui  des  mouvements  de 
bascule,  de  façon  à  ce  que  le  liquide  s'étende 
dans  tous  les  sens,  sans  déborder  cependant; 
puis  laissez  égoutter  la  plaque  par  un  de  ses 
angles  sur  le  flacon  de  coUodion.  On  s'y  fait 
vite. 

Cela  exécuté,  dressez  la  plaque  pour  la  faire 
sécher,  ce  qui  s'obtient  rapidement.  On  peut 
préparer  ainsi  une  plaque  immédiatement 
avant  de  s'en  servir,  c'est-à-dire  de  se  mettre 
à  couper,  ou  bien  faire  une  provision  de  pla- 
ques sèches  que  l'on  conservera  alors  à  l'abri 
de  la  lumière,  les  plaques  tenues  droites  et  non 
pas  posées  horizontalement  dans  une  boite. 

b.  Préparalion  des  coupes  en  séries.  —  Au 
lieu  d'enlever  de  dessus  la  lame  du  micro- 
tome la  coupe  qui  vient  d'être  faite,  au  moyen 
d'une  épingle,  d'une  pmcette  ou  d'un  pin- 
ceau, on  la  cueille  au  moyen  d'une  bande 
de  papier;  ce  papier  doit  être  assez  buvard 
pour  s'imbiber  facilemen  d'nloool;  il  doit  être 
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transparent  quand  il  est  ainsi  mouillé  par 
l'alcool,  et  cependant  il  doit  être  assez  résistant 
pour  supporter,  étant  mouillé,  une  certaine 
traction  exercée  sur  lui.  sans  se  rompre;  pas 
de  papier  buvard  ordinaire,  mais  du  papier- 
closet  [doset-paper  des  Anglais)  dont  on  se 
sert  dans  les  laboratoires  d'anatomie  patholo- 
gique. On  coupe  ce  papier  en  bandelettes.  Cha- 
que bandelette  doit  être  deux  fois  plus  large 
que  la  coupe  qu'elle  doit  enlever. 

La  coupe  repose  donc  sur  la  lame.  On  tient 
la  bandelette  légèrement  tendue  des  deux 
mains  et  on  l'applique  sur  la  coupe,  c'est-à- 
dire  sur  la  lame  du  microtome,  à  la  place  oîi 
git  la  coupe,  doucement,  sans  pression  exagé- 
rée de  haut  en  bas. 

On  lire  à  soi  de  haut  en  bas  et  d'arrière  en 
avant,  en  suivant  l'obliquité  de  la  lame,  entra- 
vers de  celle-ci,  de  telle  sorte  que  la  coupe  qui 
s'est  collée  contre  le  dessous  ou  le  côté  infé- 
rieur de  la  bandelette  quitte  la  lame  au  fur  et  à 
mesure  que  la  bandelette  s'en  éloigne,  et  avec 
la  bandelette.  Pour  cueillir  la  première  coupe, 
on  applique,  ainsi  que  nous  venons  de  le  dire, 
l'extrémité  gauche  de  la  bandelette,  celle 
qui  regarde  l'opérateur;  la  seconde  coupe 
viendra  s'appliquer  à  la  droite  de  la  première, 
et  ainsi  de  suite;  la  dernière  de  la  lignée  se 
trouvera  placée  à  l'extrémité  droite  de  la  ban- 
delette. Une  bandelette  ne  doit  jamais  enlever 
plus  qu'une  lignée  de  coupes,  c'est-à-dire  que, 
sur  chaque  bandelette,  il  n'y  aura  qu'un  seul 
rang  de  coupes.  Le  second  rang,  c'est-à-dire  la 
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seconde  bandelelte,  se  placera  sur  l'assietle  à 
la  droite  de  la  première,  la  troisième  bande- 
lette au  troisième  rang,  à  la  droite  de  la  seconde, 
et  ainsi  de  suite.  La  longueur  du  rang  ou  de  la 
série  de  coupes  sur  une  bandelette  ne  doit 
pas  dépasser  la  longueur  de  la  plaque  de  verre 
destinée  à  recevoir  le  rang  de  coupes.  Pour 
pouvoir  plus  tard  recouvrir  plusieurs  coupes 
avec  un  même  couvre-objet,  on  fera  bien  de 
répartir  dès  le  début  les  coupes  par  petits  grou- 
pes, correspondant  à  la  [dimension  du  futur 
couvre-objet.  Ces  groupes  seront  séparés  les 
uns  des  autres  par  des  intervalles  libres  sufli- 
sants.  Pendant  que  l'opérateur  fait  les  coupes, 
il  faut  que  les  bandelettes  de  papier  avec  les 
coupes  qui  s'y  trouvent  soient  tenues  en  cons- 
tant état  d'humidité.  A  cet  effet,  on  dispose  à 
portée  de  la  main  droite  une  assiette  plate, 
dans  laquelle  se  trouveront  superposées  plu- 
sieurs couches  de  papier  filtre  blanc,  recou- 
vertes  d'une  couche   de    papier-closet,  le 
tout  convenablement  imbibé  d'alcool  ordi- 
naire. 

Après  avoir  cueilli  la  coupe  qui  vient  d'être 
faite,  la  bandelette  est  placée  sur  cette  couche 
de  papier  mouillé;  elle  conserve  ainsi  elle- 
même  le  degré  voulu  d'humidité.  Il  ne  doit  pas 
y  avoir  d'alcool  en  excès  dans  l'assiette,  car 
sans  cela  les  coupes  pourraient  se  mettre  à 
flotter;  il  en  résulterait  une  confusion  complète 
au  point  de  vue  de  l'ordre  que  chaque  coupe 
doit  occuper  dans  le  rang.  Il  va  de  soi  que  les 
bandelettes  reposent  sur  cette  couche  de 
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papier,  par  leur  côté  qui  ne  porte  pas  les  cou- 
pes, c'est-à-dire  les  coupes  en  haut. 

Au  fur  et  à  mesure  de  leur  fabrication,  les 
bandelettes  viennent  s'aligner  toujours  à  la 
droite  l'une  de  l'autre  sur  l'assiette.  Il  faut 
légèrement  tendre  les  bandelettes  pour  les 
empêcher  de  goder,  ce  qui  pourrait  plisser  les 
coupes.  Elles  peuvent  ainsi  rester  plusieurs 
heures  sur  l'assiette,  pourvu  que  le  degré  d'hu- 
midito  voulu  soit  conservé.  Ne  pas  oublier 
l'ordre  réglementaire  :  première  coupe,  à  gau- 
che sur  la  bandelette  ;  première  bandelette,  à 
gauche  sur  l'assiette,  etc.,  etc. 

c.  Applicalion  des  coupes  sur  les  plaques.  — 
Ne  jamais  appliquer  plus  de  deux  séries  de 
coupes,  c'esL-à-dire  deux  rangs,  deux  bandelel- 
(es,  sur  une  même  plaque. 

Humecter  encore  la  bandelette.  La  saisir  des 
deux  mains,  en  la  tendant  quelque  peu.  La 
retourner  et  l'appliquer,  les  coupes  regardant 
la  plaque  de  verre,  sur  la  couche  collodionnée 
de  la  plaque  placée  bien  d'aplomb,  en  face  de 
soi  sur  la  table  de  travail. 

Tendre  encore  un  peu.  Lâcher.  Étendre 
délicatement  une  mince  couche  de  papier 
ordinaire  sur  la  bandelette.  Presser  doucement, 
également,  avec  le  pouce  ou  la  paume  de  la 
main  droite,  de  gauche  à  droite,  sans  mouve- 
ments de  va-et-vient,  dans  le  sens  de  la  lon- 
gueur de  la  bandelette,  en  fixant  le  tout  soli- 
dement avec  les  doigts  de  la  main  gauche. 

Enlever  le  papier;  retirer  de  droite  à  gauche 
la  bandelette.  Les  coupes  doivent  rester  fixées 
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sur  la  plaque.  La  bandelette  seule  se  détache. 
Si  les  coupes  sont  encore  très  humides,  étaler 
sur  la  plaque  une  feuille  de  papier-filtre  et 
presser  mollement,  doucement,  de  gauche  à 
droite.  Les  coupes  doivent  être  sèches;  sans 
cela,  au  moment  où  l'on  verserait  la  seconde 
couche  de  collodion,  elles  glisseraient.  Toute- 
fois, si  elles  sèchent  trop,  elles  sont  perdues;  il 
y  a  là  un  juste  milieu  qu'il  faut  savoir  saisir. 
La  manipulation  suivante  devra  donc  se  faire 
très  rapidement  et  suivre  immédiatement  l'ap- 
plication du  papier-filtre.  On  comprend  pour- 
quoi il  ne  faut  transporter  qu'un  nombre  res- 
treint de  coupei  sur  la  même  plaque  :  c'est 
que  les  soins  que  réclament  un  trop  grand 
nombre  de  coupes  prennent  trop  de  temps  ; 
entre  deux,  elles  sécheraient  trop  et  seraient 
perdues.  L'opération    réussit  parfaitement 
lorsque  le  champ  d'action  est  restreint.  Il 
suffit  parfois  d'un  mouvement  trop  lenl,  d'un 
contre-temps  pour  tout  compromettre. 

d.  Deuxième  couche  de  collodion  sur  lesplaques. 
—  Avant  d'enlever  la  bandelette  de  dessus  la 
plaque  et  déjà  avant  de  sécher  les  coupes  au 
papier-filtre,  on  aura  ouvert  le  flacon  de  collo- 
dion et  on  l'aura  placé  très  à  portée  de  la 
main  droite. 

Au  moment  donc  où  le  papier-filtre  est 
enlevé  et  qu'on  juge  les  coupes  suffisamment 
séchées,  on  saisit  rapidement  le  flacon  de  col- 
lodion et  on  verse  une  nouvelle  couche  du 
liquide  sur  les  coupes  ou,  pour  parler  plus 
exactement,  sur  toute  l'étendue  de  la  plaque. 
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(ju'on  lient  comme  il  a  été  dit  plus  haut.  On 
laisse  égoutter  la  plaque  par  un  de  ses  angles 
sur  le  flacon,  puis  on  dresse  la  plaque.  On 
passe  aux  bandelettes  suivantes,  qu'on  traite 
comme  il  vient  d'être  dit.  Quand  la  couche  de 
collodion  versée  sur  la  plaque  est  presque 
sèche,  on  la  numérote  avec  un  pinceau  trempé 
dans  du  bleu  de  méthylène,  qui  dans  les  bains 
subséquents  ne  s'effacera  pas. 

e.  Bain  de  couleur.  Bain  décolorant.  — 
Dès  que  la  plaque  revêtue  de  sa  seconde 
couche  de  collodion  commence  à  être  légère- 
ment ou  presque  sèche,  on  peut,  ou  bien  la 
plonger  de  suite  dans  le  bain  colorant,  ou  bien, 
si  pour  une  raison  ou  pour  une  autre  on  pré- 
fère renvoyer  la  teinture  à  plus  tard,  la  plon- 
ger, en  attendant,  dans  l'alcool  à  80-90  0/0  (ce 
dernier  vaut  mieux).  Dans  le  bain  colorant,  la 
masse  entière,  c'est-à-dire  les  deux  couches 
de  collodion  formant  une  pellicule  à  deux 
feuillets  accolés,  entre  lesquels  se  trouvent 
prises  les  coupes,  se  détache  aussitôt  de  la 
plaque.  Les  coupes  restent  prises  dans  l'ordre 
dans  lequel  elles  ont  été  fixées  sur  la  plaque 
et  se  colorent  entre  ces  deux  fcuillels  flexibles, 
mais  résistants,  parfaitement  bien.  On  sort  la 
plaque  de  verre  du  bain  colorant,  en  n'y  lais- 
sant que  la  pellicule  de  collodion.  Le  bain  de 
couleur,  le  lavage  h  l'eau  distillée,  le  bain  de 
diflerenciationou  de  décoloration,  le  bain  d'al- 
cool, etc.,  se  succèdent  ici  comme  s'il  s'agis- 
sait, en  somme,  d'une  seule  coupe  à  traiter. 

Ces  opérations  sont  facilitées  par  le  fait  que 
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la  pellicule  au  collodion  est  tenace,  qu'elle 
n'adhère  pas  au  fond  des  récipients  dans  les- 
quels elle  passe,  de  façon  qu'il  est  aisé  ou  do 
la  sortir  d'un  récipient  pour  la  transporter 
dans  un  autre,  ou  de  verser  le  liquide  d'un 
récipient  pour  y  en  introduire  un  autre.  Après 
le  bain  de  dilTérenciation,  qui,  dans  la  méthode 
de  Weigert,  se  fait  au  cyanure  de  potassium  et, 
dans  celle  de  Pal,  à  l'oxalatede  potasse,  il  faul 
laisser  tremper  la  pellicule  pendant  au  moins 
une  heure  dans  le  bain  d'eau  distillée,  qu'on 
aura  soin  de  renouveler  même  plusieurs  fois. 

f)  Arrivés  à  ce  point  du  procédé,  nous  pou- 
vons découper  la  pellicule  sous  l'eau,  pendant 
le  bain  du  dernier  lavage,  avec  des  ciseaux,  en 
isolant  chaque  coupe  ou  en  réunissant  quel- 
ques coupes  par  groupes.  Au  besoin,  pour  ce 
.faire,  on  peut  se  passer  d'eau,  pourvu  qu'on 
ait  soin  d'étendre  la  pellicule  sur  une  couche 
de  papier-closet  bien  imbibé  d'eau.  Dans  ce 
dernier  cas,  on  coupe  la  pellicule  avec  le  pa- 
pier, et  les  nouvelles  bandelettes  ainsi  obte- 
nues se  détacheront  d'elles-mêmes  lorsqu'on 
les  aura  plongées  dans  de  l'alcool  pour  le  bain 
de  déshydratisation  à  90-96  0/0. 

Il  ne  faut  jamais  employer  d'alcool  absolu. 
Pour  opérer  la  transparence  des  coupes,  on 
emploiera  soit  de  l'essence  de  girofle,  soit  un 
mélange  de  carbol  et  de  xylol;  on  monte  à 
volonté. 

Les  plaques  ou  pellicules  collodionnées  selon 
Weigert  présentent  quelques  inconvénients  : 
la  couche  de  collodion  adhère  quelquefois  trop 
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l'ortement  au  verre  de  la  plaque,  principalc- 
menl  lorsque  la  couche  de  collodion  est  très 
mince,  de  telle  sorte  qu'un  groupe  de  coupes 
peut  être  déchiré  ou  compromis  au  moment 
où  on  détache  la  pellicule  de  la  plaque. 

On  a  reproché  à  ce  système  que  la  colora- 
tion des  coupes  prises  ainsi  entre  deux  feuillets 
ne  se  faisait  pas  d'une  manière  égale  ;  nous 
n'avons  pas  constaté  le  fait.  En  outre,  que  la 
coloration  et  la  décoloration  se  trouvaient  être 
ralenties.  Il  se  produit  souvent  des  bulles  d'air 
entre  les  deux  feuillets  de  la  pellicule,  qui,  si 
elles  se  produisaient  sur  une  coupe,  forme- 
raient plus  tard  autant  de  taches.  Enfin,  des 
particules  de  couleur  adhèrent  quelquefois  sur 
les  coupes  et  les  encrassent.  Ajoutons  que  la  , 
méthode  n'est  pas  applicable  aux  coupes  pro- 
venant de  pièces  enrobées  dans  la  paraffine. 
Ce  système,  malgré  les  critiques  que  nous 
venons  de  formuler,  n'en  rend  pas  moins  de 
grands  services. 

Pour  l'éclaircissement  des  coupes  ainsi  trai- 
tées, Weigert  (21)  a  prescrit  dernièrement  le 
mélange  suivant  : 


Acide  carboliqiip  pur,  cristal- 

lisi''   i  partie. 

Xylol   ;!  parties. 


C'est  à  ce  mélange  qu'on  aura  donc  recours 
pour  obtenir  la  transparence  des  plaques. 
Pour  conserver  ce  liquide,  qui  peut  alors  servir 
très  longtemps,  placer  sur  le  fond  du  flacon 
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qui  Je  contient  un  morceau  de  vitriol  (cuprique) 
blanc,  qu'on  aura  préalablement  chauffé  jus- 
qu'à incandescence.  Lorsque  ce  morceau  bleuit, 
on  le  remplace  par  un  nouveau  morceau,  ou 
bien  on  le  fait  chauffer  de  nouveau,  et  ainsi  de 
suite. 


2'  Système  des  feuillets  en  séries  {coupes  paraf- 
finées), selon  Strasser  (22). 


a.  Préparation  des  feuillets  de  papier  gom- 
més et  collodionnés.  —  0;î  coupe  dans  du  papier 
un  peu  fort,  lisse,  consistant,  des  feuillets  d'un 
format  in-12  généralement;  mais  ces  feuilles 
peuvent  être,  en  somme,  de  toutes  les  dimen- 
sions désirées.  On  prend  un  de  ces  feuillets  et 
on  l'enduit  sur  toute  l'étendue  d'un  de  ses 
côtés  d'une  épaisse  couche  de  gomme  ara- 
bique. Dès  que  cette  couche  est  assez  sèche 
pour  qu'elle  ne  colle  plus  et  que  le  feuillet 
commence  à  se  rouler,  on  l'étend  sous  une 
presse  quelconque  en  ayant  soin  qu'il  soit  très 
à  plat  et  que  la  couche  de  gomme  ne  puisse  pas 
se  craqueler.  Il  ne  faut  pas  presser  trop  vite, 
sans  quoi  la  couche  de  colle  s'agglutinerait  à 
la   presse.  Les   feuillets   doivent  être  très 
propres,   chaque  parcelle    de   poussière  ou 
d'impureté    s'incrustant   plus    tard  sous  la 
couche  de  collodion.  Au  bout  d'un  instant  de 
pression  méthodique,  on  étend  sur  la  couche 
de  gomme  une   couche  de  collodion  qui  ne 
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doit  pas  êlre  très  lluide,  mais  avoir  une  cer- 
taine consistance. 

Cette  couche  de  collodion  doit  être  très 
éo-alement  répartie  sur  toute  l'étendue  du 
feuillet  de  papier.  Cette  opération  s'exécute 
facilement  en  fixant  le  feuillet,  au  moyen  de 
quatre  punaises,  sur  la  table  de  travail  ou  sur 
une  planche,  la  couche  gommée  en  haut.  On 
verse  alors  du  collodion  de  consistance  plutôt 
un  peu  épaisse,  sur  le  milieu  du  feuillet  et  on 
l'étend  rapidement  au  moyen  d'un  large  pin- 
ceau que  l'on  promène  à  droite  et  à  gauche.  On 
laisse  le  feuillet  dans  la  position  horizontale  et 
tendu,  jusqu'à  ce  que  la  masse  coUodionnée 
soit  bien  fixée. 

Il  est  bon  de  préparer  ainsi  10-15  feuillets 
de  papier  du  coup.  Le  premier  feuillet  est 
sec  quand  on  achève  la  série.  Lorsqu'un  feuil- 
let est  bien  sec,  on  le  recouvre  d'un  second 
badigeon  de  collodion.  Puis,  pendant  que  la 
couche  de  collodion  est  encore  molle,  élastique, 
on  place  le  feuillet  sous  la  presse,  le  côté 
coUodionné  regardant  la  plaque  métallique  de 
la  presse,  ou  une  plaque  métallique  qu'on  aura 
placée  sur  le  feuillet  sous  presse.  Pour  conser- 
ver les  feuillets  ainsi  préparés,  on  les  tient  sous 
presse  sans  serrer. 

b.  Coupe  du  bloc  paraffiné.  Collage  des 
coupes.  —  Fixer  un  feuillet  collodionné  sur  une 
plaque  de  liège,  le  côté  gommé  en  haut.  Sur 
le  travers  du  feuillet,  étendez  une  couche, 
d'une  largeur  correspondant  au  diamètre  des 
coupes,  du  mélange  suivant  : 
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•  •  •.   2  parties. 

Essence  de  girofle   1  (Partie. 

On  applique  alors  sur  cette  couche,  au  fur  et 
a  mesure  de  leur  fabrication,  les  coupes  que 
1  on  enlève  au  bloc  paraffiné.  Cet  acte  est  sou- 
vent difficile  à  Exécuter  correctement,  surtout 
pour  les  coupes  épaisses  et  pour  celles  qui  sont 
très  minces,  parce  que  le  collet  de  paraffine 
qui  entoure  une   coupe  pareille  se  casse  et 
s  effrite  très  facilement.  C'est  le  moment  d'em- 
ployer les  instruments  dont  nous  avons  parlé 
le  Schmttslrecker  ou  étale-coupes.  A-t-on  pla- 
cé une  coupe  sur  le  feuillet  ou  plutôt  sur  la 
bande  badigeonnée   du  feuillet,    on  pa-^se 
légèrement  le  doigt  sur  la  coupe,  pour  l'aider 
a  s  étaler  convenablement  sur  la  couche  en 
question.  On  continue  ainsi  pour  les  coupes 
suivantes. 

c.  Enlèvement  de  la  paraffine.  Enlèvement 
de  la  pelhcule  collodionnée  avec  les  coupes 
Coloration,  etc.  —  Le  feuillet  sur  lequel  on  à 
ainsi,  par  raies  ou  par  bandes  successives,  coUé 
dans  l'ordre  de  leur  fabrication  un  certain 
nombre  de  coupes  est  placé  dans  une  assiette 
dans  laquelle  on  aura  versé  une  suffisante 
quantité  de  benzine,  qui  a  pour  tâche  de  dis- 
soudre la  paraffine,  ce  qui  s'obtient  en  général 
au  bout  de  15-30  minutes. 

Gela  fait,  on  étale  le  feuillet  entre  des 
couches  de  papier-filtre  blanc  ;  on  l'y  sèche 
de  suite,  puis,  sans  que  les  coupes  aient  été 
exposées  au  contact  de  l'air,  on  les  plonge 
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(c'est-ii-dire  le  feuillet)  dans  de  l'alcool  à  95  0/0 
(également  dans  une  assiette),  où  elles  ne  sé- 
journeront que  quelques  minutes.  On  sèche  le 
feuillet  comme  on  l'avait  fait  avant  le  bain. 
Puis  on  badigeonne  de  nouveau  tout  l'espace 
occupé  par  les  coupes  avec  un  mélange  de 
collodion  et  d'essence  de  girofle,  de  façon  à  ce 
qu'il  se  produise  comme  un  vernis  très  égal  et 
sans  bosselures  qui  recouvre  la  série  entière 
des  coupes. 

On  plonge  alors  délicatement  le  feuillet  dans 
de  l'alcool  à  80-85  0/0,  dans  lequel  on  le  laisse 
pendant  au  moins  15  minutes.  Il  vaut  tou- 
jours mieux  l'y  laisser  plus  longtemps. 

Lorsque  la  masse  de  revêtement  collante 
est  suffisamment  durcie,  on  peut  immerger  le 
feuillet  dans  la  solution  aqueuse  ou  alcoolico- 
aqueuse  d'un  bain  colorant. 

Dans  une  solution  aqueuse  ou  dans 
une  solution  qui  ne  contient  que  1/10'= 
d'alcool,  la  gomme  du  feuillet  se  dissout 
au  bout  de  10-15  minutes,  suffisamment  pour 
que  la  pellicule  de  collodion  dans  laquelle  les 
coupes  sont  englobées  se  laisse  enlever  facile- 
ment. Pour  n'avoir  à  traiter  que  la  pellicule 
collodionnée  dans  la  procédure  subséquente 
de  coloration,  de  différenciation,  etc.,  il  est 
avantageux  de  l'enlever  le  plus  tôt  possible, 
c'est-à-dire  dès  qu'elle  commence  à  se  laisser 
détacher  du  feuillet. 

Pour  la  suite  des  manipulations,  on  traite  la 
pellicule  comme  une  pellicule  de  Weigert  ou 
coiiiiiie  une  coupe  isolée. 
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Transparence.  Montage.  -  Le  traitement 
de  la  pellicule  terminé  (le  dernier  acte  de 
presque  toutes  les  méthodes  colorantes  est 
un  lavage  à  l'eau  distillée),  on  la  sèche  rapi- 
onT/n  ^  transporte  dans  de  l'alcool  à 
90  0/0  Au  bout  d'un  moment,  on  la  plonge 
dans  de  1  alcool  absolu,  puis  dans  de  la  créo- 
sote. On  monte  au  Canada.  Les  coupes  qu'on 
n  a  pas  1  mtention  de  monter  de  suite  peuvent 
être  conservées  dans  de  l'alcool  ou  de  la  ben- 
zme. 

L'auteur  engage  à  traiter  suivant  le  procédé 
du  papier-gomme-collodion  les  coupes  prove- 
nant de  pièces  enrobées  dans  la  celloïdine. 
Les  feuillets  remplaceraient  alors  les  plaques 
de  verre.  La  méthode  de  l'enrobement  à  la 
paraffine  peut  rendre,  suivie  de  ce  procédé,  de 
plus  grands  services  qu'elle  n'en  a  rendu  jus- 
qu'ici. 

L'auteur  recommande,  eu  égard  à  l'enro- 
bement à  la  paraffine,  de  déshydrater  les 
pièces  à  enrober  dans  de  l'alcool  complè- 
tement rectifié,  de  les  imprégner  de 
chloroforme  ou  d'essence  de  bergamote  (Gies- 
brecht  et  Butschli),  mais  de  telle  façon  qu'un 
des  côtés  de  la  pièce  ne  trempe  pas  dans  le 
liquide.  L'imprégnation  se  fait  mieux  et  l'en- 
robenient  à  la  paraffine  est  plus  parfait. 

Si  l'on  emploie  pour  les  coupes  traitées  sui- 
vant ce  procédé  la  coloration  hématoxylinique 
de  Weigert,  et  si  à  cette  intention  la  pièce  a 
été  traitée  par  les  sels  chromiques  et  l'acétate 
neutre  de  cuivre,  on  verra,  au  moment  du  col- 
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lage,  que,  sous  l'aclion  de  l'essence  de  girofle, 
les  coupes  vertes  ou  verdâtres  se  colorent  en 
brun-jaune.  Malgré  cela,  la  coloration  de  Wei- 
gert  réussit  parfaitement. 

3°  Système  des  plaques  en  séries  d'Obregia  (23). 

a)  Tout  d'abord  préparer  deux  solutions. 
Solution  A.  —  Faites  avec  du  sucre  candi  fine- 
ment pulvérisé  et  de  l'eau  distillée  bouillante 
une  solution  de  la  consistance  d'un  sirop; 
puis  ajouter,  à  30  centimètres  cubes  de  cette 
solution,  20  centimètres  cubes  d'alcool  à 
95  0/0,  puis  10  centimètres  cubes  d'une  solu- 
tion sirupeuse  de  dextrine  pure. 

Pbur  faire  cette  solution  de  dextrine,  ajou- 
ter à  une  certaine  quantité  d'eau  distillée  que 
vous  verserez,  pour  cela  faire,  dans  un  tube  à 
réaction  autant  de  dextrine  qu'il  en  faut  pour 
obtenir,  tout  en  agitant  sans  cesse  le  mélange 
et  en  le  chauffant,  un  liquide  transparent  de 
la  consistance  d'un  sirop.  Cette  solution  se 
conserve  longtemps. 

b)  Comme  pour  le  procédé  de  Weigert,  on 
verse  une  quantité  suffisante  de  ce  liquide  sur 
la  plaque  de  verre  ou  le  porte-objet  qu'on  aura 
choisi,  en  tenant  la  plaque  tout  à  fait  horizon- 
talement en  main,  de  telle  sorte  quela  plaque 
soit  complètement  recouverte  par  le  liquide. 
Cela  fait,  on  la  laisse  égouttcr  par  un  angle 
sur  l'ouverture  du  flacon  A.  Pour  sécher  la 
plaque  ainsi  obtenue,  on  la  place  très  à  plat 
dans  un  endroit  très  sec  et  à  l'abri  de  toute 
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trace  de  poussière.  Au  bout  d'un  instant,  la 
plaque  sera  couverte  d'une  pellicule  transpa- 
rente, brillante,  sèche,  ne  collant  plus  qu'au 
doigt  mouillé.  Les  plaques  préparées  de  celte 
façon  peuvent  être  conservées  telles  quelles 
pendant  quelques  jours.  La  dextrine  empêche 
la  cristallisation  du  sucre. 

cj  Solution  B.  —  Pour  la  préparer,  prenez  : 

Photoxylline   6  grammes. 

Alcool  absolu          )  _ 

Éther  sulfurique..  |  '^'^'^^s. 

La  solution  est  parfaite  au  bout  d'une  mi- 
nute. On  laisse  reposer  et  on  décante  la  partie 
supérieure  du  liquide  dans  un  flacon  bouchant 
à  l'émeri.  Si  l'on  ne  peut  pas  se  procurer  de  la 
photoxylline,  on  peut  employer  du  coton  cel- 
loïdiné  très  pur,  et  ce  dans  les  proportions  ci- 
dessus  indiquées  pour  la  photoxylline.  Le  coton 
celloïdiné  coûte  moins  et  il  est,  en  général, 
très  soluble.  On  coupe. 

d)  Préalablement,  on  se  sera  procuré  du 
papier  de  soie  satiné;  ce  papier  est  très  mince 
et  ne  laisse  pas  sur  les  coupes  des  flls  qui 
gênent.  Tailler,  dans  ce  papier  satiné,  une 
bandelette  de  la  longueur  du  porte-objet  ou  de 
la  plaque  préparée;  couchez-la,  le  côté  satiné 
en  haut,  dans  une  cuvette  ou  assiette  plate,  et 
arrosez  d'alcool  à  95  0/0,  de  façon  à  l'humecter 
convenablement.  Au  moyen  d'une  seconde 
bandelette  taillée  dans  le  même  papier,  on 
enlève  les  coupes  de  dessus  la  lame  du  micro- 
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tome,  comme  il  a  été  dit  pour  le  système  de 
Weigcrt,  et  on  applique  cette  seconde  bande- 
lette sur  la  première,  de  façon  à  ce  que  les 
coupes  :  1°  soient  prises  entre  les  deux  ban- 
delettes, 2»  qu'elles  soient  disposées  dans 
l'ordre  dans  lequel  elles  auront  .été  faites, 
comme  pour  Wcigert  (première  coupe  à  gau- 
che sur  le  rang,  deuxième  coupe  à  droite  de  la 
première).  On  enlève  alors  la  seconde  bande- 
lette et  on  arrange  au  mieux  les  coupes  sur  la 
première  bandelette  en  les  éloignant  ou  rap- 
prochant les  unes  des  autres,  isolées  ou  par 
groupes  ;  on  les  étale  convenablement  pour 
éviter  tout  plissement,  au  moyen  d'un  pinceau 
trempé  dans  de  l'alcool;  puis  on  soulève  déli- 
catement la  première  bandelette,  les  coupes 
en  haut,  et  on  l'applique  sur  une  couche  de 
papier-filtre  reposant  sur  un  plan  incliné,  jus- 
qu'à ce  que  le  luisant  caractéristique  des  cou- 
pes produit  par  un  excès  de  liquide  sur  la  ban- 
delette commence  à  s'effacer  ;  à  ce  moment 
précis,  on  soulève  de  nouveau  la  bandelette  et 
on  l'applique,  les  coupes  en  bas,  sur  le  porte- 
objet  ou  la  plaque  préparée  comme  nous 
l'avons  décrit.  On  étend  un  morceau  de  papier- 
liltre  sur  le  tout,  on  passe  légèrement  le  doigt 
par-dessus,  de  gauche  à  droite,  et  on  enlève 
finalement  la  bandelette  de  papier  satiné. 

e)  Les  coupes  adhèrent  alors  sur  la  plaque 
dans  le  même  ordre  dans  lequel  elles  ont  été  éla- 
borées, la  couche  de  sucre  candi  dextriné  for- 
mant un  excellent  agglutinatif.  La  plaque  resle 
posée  à  plat  devant  soi  sur  la  table  de  travail. 
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On  i)rend  ensuile  Ja  solution  B  et  on  en  verse 
sur  la  plaque  de  quoi  la  recouvrir  entièrement, 
en  ayant  soin  de  ne  laisser  égoutler  l'excès  de 
liquide  que  très  lentement.  Attention  de  ne 
pas  verser  l'excès  de  la  solution  B  dans  le  fla- 
con A  !  La  plaque  est  laissée  posée  à  plat,  à  l'air, 
devant  soi  pour  que  la  photoxylline  acquière 
une  épaisseur  de  couche  parfaitement  égale, 
et  jusqu'à  ce  que  le  léger  trouble  laiteux  qui 
se  forme  autour  des  coupes,  en  suite  de  l'excès 
de  liquide,  ait  complètement  disparu.  La  pelli- 
cule de  photoxylline  est  alors  formée. 

Avec  ce  procédé,  on  a  moins  à  redouter  le 
dessèchement  subit  des  coupes,  qui  leur  est 
si  funeste,  que  dans  le  procédé  de  Weigert,  et 
ce  au  moment  de  l'application  de  la  seconde 
couche  protectrice  de  collodion,  le  sucre  candi 
gardant  très  longtemps  un  certain  degré  d'hu- 
midité favorable  à  la  conservation  des  coupes. 

f)  La  pellicule  formée,  on  peut  numéroter 
les  plaques  avec  un  pinceau  trempé  dans  une 
couleur  à  l'huile,  le  jaune  de  chrome,  par 
exemple. 

Immédiatement,  la  plaque  est  plongée  dans 
un  bain  d'eau  fraîche  ;  le  feuillet  de  sucre  s'y 
dissout.  Au  bout  d'un  instant,  la  pellicule  de 
photoxylline  se  détache  de  la  plaque  de  verre  ; 
avec  elle,  les  coupes  qui  se  trouvent  prises  dans 
l'intimité  même  de  la  pellicule.  Celle-ci  est 
parfaitement  intacte,  très  fine,  très  résistante 
et  susceptible  de  résister  à  toutes  les  manipu- 
lations subséquentes. 

On  colore,  etc.,  comme  il  a  été  dit  pour  les 
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pellicules  de  Weigert,  avec  les  restriclions 
formulées  plus  loin. 

Avec  le  système  d'Obregia,  les  coupes  ne 
sont  plus  claquemurées  entre  deux  pellicules, 
comme  dans  la  méthode  de  Weigert;  elles  se 
trouvent  faire  corps  avec  la  seule  pellicule  à  la 
photoxylline,  de  telle  sorte  que  J'opération  de 
la  coloration  et  de  la  décoloration  ou  difféi-en- 
ciation  se  fait  plus  rapidement,  mieux  et  plus 
proprement.  La  pellicule  elle-même  est  aussi 
moins  épaisse.  Cette  méthode  rend  des  services 
signalés  pour  les  manipulations  des  grandes 
coupes,  qui,  en  raison  de  leur  étendue,  du 
temps  qu'il  faut  mettre  à  les  étaler  à  chaque 
fois,  avant,  pendant  et  après  chaque  bain  ou 
chaque  manipulation,  sont  sujettes  à  se  dété- 
riorer en  un  clin  d'œil. 

Le  carmin  et  l'hématoxyline  ne  colorent  pas 
la  pellicule  de  photoxylline.  Les  couleurs  d'ani- 
line, qui  au  reste  ne  supportent  pas  toutes  les 
manipulations  de  toutes  les  méthodes  et  qui 
sont  attaquées  facilement  par  l'essence  de 
girofle,  la  colorent  plus  ou  moins  fortement. 
En  employant  le  coton  celloïdiné  à  la  place  de 
la  photoxylline,  cet  inconvénient  disparaît.  Ce 
système  convient  aussi  bien  aux  coupes  pro- 
venant de  pièces  enrobées  dans  la  celloïdiné 
qu'à  celles  qui  ont  été  faites  sur  des  pièces 
non  enrobées.  Son  grand  avantage  consiste 
ôgalem  enlen  ceci  :  qu'on  peut  l'employer  pour 
les  coupes  de  pièces  paraffinées.  Pour  ces  der- 
nières cependant, il  faudra  procéder  de  la  façon 
suivante  : 
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Les  coupes  sont  arrangées  en  séries  sur  la 
plaque  revêtue  du  feuillet  de  sucre  candi,  el  au 
moyen  d'un  pinceau. 

I  ^A^Jn'^JÎ^  P^''®  ^  ^'"^^"''^  ^  température 
de  57-600  C.  pour  10  minutes.  Les  coupes  s'y 
ramollissent  et  s'étalent  d'elles-mêmes  sur  ce 
leuillet,  sans  se  plisser.  On  aspire  alors  la  paraf- 
fine fondue  avec  une  double  couche  de  papier 
Josepne,  et  on  passe  la  plaque  soit  au  x vil  il, 
soit  a  la  térébenthine.  Cela  fait,  on  sèche  la 
plaque  une  seconde  fois  avec  une  couche  de 
papier  et  on  lui  donne  un  bain  d'alcool  absohi 
de  quelques  minutes.  On  égoulte  rapidement 
et  on  arrose,  comme  il  a  été  dit  plus  haut,  la 
plaque  avec  la  solution  de  photoxylline. 

Après  10  minutes  d'exposition  à  l'air,  on 
numérote  la  plaque,  c'est-à-dire  le  feuillet  supé- 
rieur, et  on  plonge  le  tout  dans  de  l'eau  froide, 
où  la  pellicule  de  photoxylline  se  détache  rapi- 
dement. Cela  fait,  on  donne  le  bain  de  couleur, 
celui  de  décoloration,  etc.,  comme  pour  les 
autres  méthodes.  Pour  le  bain  de  déshydrati- 
sation,  il  faut  employer  de  larges  quantités 
d'alcool  à  95  0/0,  puis,  sans  tarder,  opérer  la 
transparence  suivant  le  procédé  au  carbol- 
xylol  de  Weigerl.  Monter  au  Canada. 


4°  Sijslème  de  Darkschewitsch  (24). 

L'auteur  a  imaginé  une  méthode  relative- 
ment simple  et  facile  à  exécuter  pour  élaborer 
des  séries  de  coupes  et  les  conserver  dans 
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l'ordre  de  leur  fcabricalion.  Choisissez  un 
cylindre  de  verre  ou  un  bocal  d'un  diamètre 
égal  à  peu  près  à  celui  des  coupes  qui  vont 
être  faites. 

Taillez  dans  une  feuille  de  papier  buvard 
blanc  des  disques  ou  rondelles  correspondant 
au  diamètre  du  cylindre  choisi,  de  façon  à  ce 
qu'ils  puissent  facilement  être  introduits  dans 
le  cylindre  en  question  et  à  plat.  Numérotez 
les  rondelles  de  papier  au  crayon  et  introduisez- 
les  l'une  après  l'autre, dans  l'ordre  de  numéra- 
tion, dans  le  cylindre.  Remplissez  le  cylindre 
du  bocal  d'alcool  ordinaire. 

Lorsqu'une  coupe  vient  d'être  faite,  on  l'en- 
lève de  dessus  la  lame  du  microtome  avec  une 
de  ces  rondelles  en  l'appliquant  sur  la  coupe, 
comme  il  a  été  dit  pour  la  méthode  de  Weigert. 
Ces  rondelles,  chargées  chacune  d'une  coupe, 
sont  entassées,  la  coupe  en  haut,  les  unes  au- 
dessus  des  autres,  dans  le  cylindre  et  forment 
ainsi  comme  une  espèce  de  colonne.  Le  numéro 
d'ordre  d'une  coupe  doit  toujours  correspondre 
avec  celui  d'une  rondelle  de  papier. 

Les  coupes  peuvent  se  conserver  longtemps 
toiles  quelles.  Veut-on  colorer,  on  laisse  écou- 
ler l'alcool,  on  rince  le  tout  à  l'eau  distillée  et 
l'on  arrose  le  tout  de  solution  colorante,  de 
façon  à  remplir  le  bocal  ou  cylindre.  On  renou- 
velle ce  mode  de  procédé  pour  les  lavages  ou 
les  bains  subséquents.  Pour  les  derniers  actes 
des  manipulations  techniques,  on  peut  sortir 
les  rondelles,  les  étaler  sur  des  assiettes  et  les 
traiter  isolément  ou  en  commun,  jusqu'à  ter- 
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minaison  de  la  méthode  de  coloration  choisie. 

5°  Méthode  de  Giacomini  (3). 

A  tilre  de  renseignement,  nous  transcrivons 
elle  que  la  décrivent  Bolles-Lee  et  Henneguy 
a  méthode  de  Giacomini,  qui,  pour  un  examen 
topographique  à  l'aide  d'un  faible  grossisse- 
ment, peut  être  de  quelque  utilité. 
C'est uneméthodemacroscopique,  ensomme. 
Un  lait  une  provision  de  plaques  de  verre  à 
surface  très  unie  et  polie,  de  dimensions  corres- 
pondantes à  celles  des  coupes  que  l'on  désire 
conserver.  On  les  nettoie  comme  pour  des 
opérations  photographiques,  de  manière  à  les 
rendre  chimiquement  et  physiquement  parfai- 
tement propres.  On  les  couvre  d'une  couche 
unie  de  collodion,  comme  le  font  les  photo- 
graphes ;  on  les  laisse  sécher  sur  un  plan  très 
horizontal  jusqu'à  ce  que  le  collodion  ait  pris 
une  consistance  qui  lui  permette  de  conserver 
l'impression  de  l'ongle.  On  passe  alors  à  la 
gélatinisation  des  plaques. 

On  a  préparé  d'avance  une  solution  à  8-10  U/0 
de  gélatine  parfaitement  pure  dans  de  l'eau. 
On  maintient  cette  solution  à  une  tempé- 
raLure  de  50-55°  C.  au  bain-marie,  dans  une 
cuvette.  On  place  les  plaques  dans  la  gélaline, 
la  surface  collodionnée  en  haut  ;  le  moment 
venu  (ce  que  l'on  apprend  en  constatant  que  la 
couche  de  collodion  ne  laisse  plus  voir  de  slries 
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ni  autres  inégalités),  on  soi  L  la  coupe  à  monter 
de  l'eau  distillée  dans  laquelle  elle  attendait, 
on  la  porte  dans  la  gélatine  et,  avec  un  pinceau 
fin,  on  la  met  en  place  sur  la  plaque. 

On  soulève  avec  précaution  la  plaque,  en 
avant  soin  de  la  tenir  toujours  horizontale,  et 
on  la  sort  de  la  gélatine.  On  la  laisse  un  peu 
égoutter  et  on  la  met  sécher,  à  l'abri  de  la 
poussière,  sur  un  plan  parfaitement  hori- 
zontal. Si  les  coupes  sont  minces  et  que  la 
couche  de  gélatine  ne  soit  pas  épaisse,  les  pré- 
parations seront  parfaitement  sèches  en  12-18 
heures.  On  peut  estimer  qu'elles  sont  assez 
sèches  lorsqu'elles  paraissent  tout  à  fait  trans- 
parentes et  que  la  gélatine  ne  se  laisse  plus 
imprimer  par  l'ongle.  Si,  pendant  qu'elles 
sèchent,  les  coupes  viennent  à  n'être  plus  cou- 
vertes par  la  gélatine,  il  faut  ajouter  une  nou- 
velle couche  de  celle-ci,  en  en  versant  sur  la 
plaque. 

Les  préparations  étant  bien  séchées,  oa 
incise  les  couches  de  gélatine  et  de  coUodiou 
sur  tout  le  parcours  du  verre  ;  on  introduit 
dans  l'incision  une  lame  mince  de  scalpel  et 
l'on  sépare  du  verre  les  deux  feuillets  com- 
prenant entre  eux  la  coupe  ou  les  coupes. 

Si  le  verre  a  été  bien  nettoyé  et  la  couche  de 
collodion  bien  étendue,  cette  opération  n'offre 
pas  de  difficultés.  La  préparation  est  alors 
terminée,  et  l'on  conserve  définitivement  les 
coupes  ainsi  montées  entre  les  feuilles  d'un 
album.  Il  est  bon  de  prendre  du  papier  un  peu 
fort  et  un  album  un  peu  lourd,  vu  que  les 
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DEUXIÈME  PARTIE 

MÉTHODES  DE  COLORATION  ET  D'IMPRÉGNATION 


La  coloration  ou  linction  des  éléments  ner- 
veux est  représentée, au  pointde  vue  physique, 
dit  Apathy  (26),  par  un  dépôt  extrêmement 
ténu  de  fines  molécules  d'une  solution  colo- 
rante sur  les  parties  constituantes  d'un  tissu 
ou  sur  des  éléments  donnés,  de  forme  et  de 
nature  spéciale,  d'un  tissu.  Les  molécules  colo- 
rantes ne  présentent  pas  un  volume  supérieur 
à  celui  des  molécules  du  véhicule  colorant  lui- 
même;  en  d'autres  termes,  la  couleur  continue, 
en  définitive,  à  demeurer  à  l'état  de  solution. 
C'est  la  raison  pour  laquelle  les  éléments  ner- 
veux colorés  peuvent  acquérir  une  transpa- 
rence vitreuse  presque  parfaite  par  l'acte  de 
réclaircissemcnt. 

L'imprégnation  proprement  dite  (métallique) 
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est  un  procédé  en  suite  duquel  nous  pouvons 
dillérencier  de  certains  territoires  d'un  tissu 
de  certains  éléments  de  ce  tissu,  d'avec  les 
territoires  ou  les  autres  éléments  circonvoi- 
sins,  grâce  à  la  formation  de  nombreux  préci- 
pités granuleux,  très  serrés  et  reconnaissables 
au  microscope.  Plus  les  précipités  seront  fins, 
abondants  et  régulièrement  fixés,  c'est-à-dire 
locahsés  sur  des  éléments  donnés,  plus  l'im- 
prégnation sera  réussie.  Les  espaces  imprégnés, 
c'est-à-dire  obstrués  par  les  précipités,  restent 
alors  opaques  (noirs  ou  noir-gris)  et  ne  sont 
pas  susceptibles  d'être  éclaircis  ;  il  ne  se  produit 
pas  de  transparence  des  éléments  imprégnés. 

Entre  ces  termes  extrêmes,  coloration  d'une 
part  et,  de  l'autre,  imprégnation  métallique, 
se  h'ouvent  des  degrés  où  l'on  peut  constater 
qu'une  imprégnation  s'accompagne  de  tinction 
des  tissus,  comme  dans  de  certaines  méthodes 
à  l'or,  ou  bien  que  la  coloration  va  de  pair, 
tant  son  action  est  profonde,  intense,  avec 
une  véritable  saturation  fsans  précipités)  de 
matière  colorante  des  tissus,  comme  dans  les 
méthodes  à  la  safFranine,  à  de  certaines  cou- 
leurs d'aniline,  par  exemple.  Mais,  dans  ces  cas, 
l'imprégnation  colorante  est  indépendante  de 
la  tinction  proprement  dite,  elle  n'est  pas  cher- 
chée, elle  doit  être  considérée  comme  un  acte 
concomitant  gênant,  inutile  et  doit  être,  autant 
que  possible,  évitée,  puisque  ce  n'est  pas  une 
imprégnation,  mais  une  coloration  des  élé- 
ments qu'on  a  en  vue  dans  ces  cas  (26). 
D'autres  fois,  la  tinction  est  doublée  d'une 
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combinaison  particulière  qui  se  produit  entre 
les  molécules  colorantes,  d'une  part,  et  telle 
substance  des  tissus,  d'autre  part,  comme  nous 
pouvons  le  constater  dans  les  procédés  de 
coloration  des  gaines  à  myéline.  Il  se  produit 
ici  comme  un  nouveau  corps,  une  espèce  de 
laque  par  pénétration  des  substances  albumi- 
noïdes,  ou  des  combinaisons  obtenues  par  les 
sels  chromiques  et  les  substances  albuminoïdes, 
sous  le  dépôt  des  molécules  colorantes  (héma- 
toxyline).  Cette  néoformation  par  pénétration 
des  molécules  colorantes  pourrait,  à  vrai  dire, 
passer  aussi  pour  une  quasi-imprégnation, 
mais  qui  différerait  d'une  imprégnation  réelle 
par  le  fait  qu'il  ne  se  produit  pas  de  précipités 
(métalliques),  mais  bien  des  amas  de  molécules 
colorantes  en  solution,  qui  se  sont  progressi- 
vement et  jusque  dans  les  plus  fines  ramifica- 
tions des  éléments  en  cause,  entassés  dans  les 
espaces  interstitiels. 

Quoiqu'il  ne  soit  pas  facile,  théoriquement, 
de  séparer  absolument  ce  qui  est  le  fait 
exclusif  d'une  coloration  ou  d'une  tinction, 
d'avec  les  quasi-imprégnations  (non  métalli- 
ques) ou  les  combinaisons  de  néoformation 
(laque), nous  croyons  cependant  devoir  réserver 
le  nom  d'imprégnation  pour  l'imbibitioa  des 
éléments  par  des  sels  métalliques  avec  forma- 
tion de  précipités  opaques  intentionnellement 
obtenus.  Nous  appellerons  les  quasi-imprégna- 
tions accompagnées  décoloration  des  éléments 
et  susceptibles  d'éclaircissement  des  pseudo- 
imprégnalioiis . 

9 
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_  Une  linction  avec  combinaisons  inlersli- 
lielles  localisées,  telle  que  nous  la  constatons 
dans  les  méthodes  qui  prévoient  la  formation 
•  de  la  laque  dont  nous  parlions,  est  pour  nous 
une  coloration  massive.  Nous  donnerons  le 
nom  de  coloralion  élémentaire  à  la  tinclion 
moléculaire,  simple,  des  éléments  isolés. 

Au  point  de  vue  pratique,  et  en  nous  repor- 
tant à  ce  que  nous  disions  plus  haut  en  par- 
lant des  colorations  relativement  à  l'acte  du 
durcissement,  nous  pouvons  faire  rentrer  les 
données  qui  précèdent  dans  notre  première 
classification  des  méthodes  de  coloration  et 
formuler  leur  groupement  synthétique  de  la 
façon  suivante  : 

1"  groupe.  —  Méthodes  de  coloration  simple 
ou  élémentaire  ;  linction  moléculaire.  Mé- 
thodes de  coloration  des  cellules  avec  leurs 
prolongements  nerveux  (cylindraxes).  Agents 
colorants  :  carmin,  couleurs  d'aniline  et  leurs 
composés,  ou  les  combinaisons  de  ces  subs- 
tances colorantes. 

IP  groupe.  —  Méthode  de  coloralion  massive  ; 
tinction  interstitielle  ;  néoformation  par  com- 
binaisons dans  les  espaces  interstitiels  :  laque. 
Méthodes  dont  la  procédure  consiste  à  colorer 
les  gaines  à  myéline.  Agent  colorant  ;  l'héma- 
toxyline.  Méthodes  de  Weigert,  de  Pal,  etc. 
Accessoirement,  d'autres  agents  colorants, 
mais  sans  formation  de  laque  (Exner,  Bellonci). 

IIP  groupe.  —  a)  Quasi-imprégnations  par 
saturation  de  matière  colorante,  sans  préci- 
pités. Méthodes  qui  se  sont  donné  pour  lâche 
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(l'alteindre  à  la  lois  la  coloration  des  gaines 
et  des  cellules,  présentant  souvent  des  combi- 
naisons entre  les  méthodes  des  autres  groupes. 
Agents:  salVranine,  galléine,ruclisine acide,  etc. 
Méthodes  mixtes^  en  un  mot. 

b)  Pseudo-imprégnalions  avec  coloration 
des  éléments,  sans  précipités,  susceptibles 
d'éclaircissement,  présentant  le  caractère  de 
l'imprégnation- mais  avec  coloration  des  tissus. 
Méthodes  à  l'or,  au  palladium,  etc. 

IV=  groupe.  —  Imprégnation  mélallicpie.  Pré- 
cipités opaques,  non  susceptibles  d'éclair- 
cissement, métalliques  dans  l'intimité  des 
éléments  histologiques.  Méthodes  fondamen- 
tales de  Golgi.  Agents  :  sublimé,  nitrate  d'ar- 
gent; modifications  apportées  à  ces  méthodes 
par  d'autres  auteurs. 


CHAPITRE  V 


Coloration  des  cellules  avec  leurs 
prolongements. 


(/"  groupe.) 

A.  —  Méthodes  au  carmn  et  ses  composés. 

Robin  (1)  a  dit,  d'autres  ont  répété  après  lui 
que  «  le  carmin  à  l'état  de  dissolution  est  l'agent 
de  coloration  par  excellence».  Jusque-là,  nous 
sommes  d'accord;  mais,  quand  ce  savant  ajoute 
dans  son  Traité  de  microscopie,  page  243  :  «  On 
peut  colorer  par  le  carmin  soit  des  objets  frais 
soit  des  objets  durcis  par  l'alcool  et  par  l'acide 
chromique  ou  par  quelque  autre  moyen  », 
et  plus  loin:  «  Il  faut  remarquer  que,  dans  ces 
cas,  mieux  vaut  l'alcool  que  l'acide  chromique  », 
nous  sommes  forcé  de  protester.  Ainsi  que 
nous  l'avons  dit  au  sujet  du  durcissement,  les 
pièces  destinées  à  fournir  des  coupes  conve- 
nables au  carmin  ne  doivent  pas  être  durcies 
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à  l'alcool.  Il  est  cerlain  que  les  pièces  ayant 
séjourné,  à  plus  forte  raison  durci  dans  1  alcool, 
fournissent  des  coupes  qui,  mises  en  contact 
avec  le  carmin,  se  colorent  mal  ou  infiniment 
moins  bien  que  celles  qui  proviennent  de  pièces 
durcies  au  bichromate  de  potasse. 

Les  solutions  de  carmin,  additionnées  forte- 
ment ou  faiblement  d'alcool,  colorent  égale- 
ment moins  bien  que  les  solutions  aqueuses. 
C'est  là  une  vérité  qui  résulte  de  nombreuses 
observations  bien  faites,  de  soigneuses  expé- 
riences exécutées  partout  et  dont,  pour  ce 
qui  nous  concerne,  nous  avons  toujours  pu 
confirmer  le  bien  fondé.  Aussi,  reprenant 
l'axiome  de  Robin,  en  le  modifiant,  nous 
dirons  :  que  le  carmin  à  l'état  de  solution 
.  aqueuse  est  l'agent  de  coloration  par  excel- 
'  lence  pour  colorer  les  cellules  nerveuses 
avec  leurs  prolongements  (cylindraxes). 

On  lit,  dans  tels  traités  de  technique  micros- 
copique, qu'il  suffit  de  quelques  minutes  d'im- 
mersion dans  une  solution  très  chargée  de 
carmin  pour  colorer  des  coupes.  C'est  là  une 
erreur  contre  laquelle  nous  devons  nous  élever, 
car  elle  est  la  cause  de  découragements  nom- 
breux lorsqu'on  débute  dans  la  coloration  des 
coupes  du  S.  N.  C.  Sans  doute,  la  coupe  est 
colorée  dans  ces  conditions,  mais  comment? 
Examinez-la  avec  un  grossissement  môme 
faible  ou  moyen,  que  verrcz-vous?  Des  amas 
de  couleur,  et  voilà  tout;  en  cherchant  à 
examiner  des  cellules,  des  cylindraxes,  vous 
constaterez  que  celles-là  sont  encrassées,  irré- 
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giilières,  bosselées,  que  cciix-ci  sont  invisibles 
ou  à  peine  visibles,  et  qu'il  est  impossible  ni 
de  les  isoler  les  uns  des  autres,  ni  de  les  suivre 
dans  leur  parcours.  De  pareilles  coupes  ne 
supportent  pas  l'examen  au  grossissement  fort 
et  sont  tout  à  fait  impropres  pour  l'étude. 

Pour  que  la  coupe  se  colore  régulièrement 
exactement  et  dans  tous  ses  détails,  il  est  de 
foute  nécessité  qu'elle  soit  mise  un  long  temps 
durant  en  contact  avec  la  solution  carminée- 
or,  pour  ne  pas  s'exposer  à  avoir  des  prépara- 
tions surcolorées,  qui,  dans  la  suite,  ne  se 
décoloreront  que  mal  et  dont  les  éléments 
bistologiques  manqueront  de  finesse  et  do 
clarté,  il  s'ensuit  que,  pour  obtenir  de  belles 
images,  on  ne  doit  employer  que  des  solutions 
faibles.  C'est  ce  que  l'expérience  journalière 
prouvera.  Ceci  s'applique,  au  reste,  aussi  au.x  " 
autres  agents  de  coloration  que  le  carmin,  la 
nigrosine,  l'aniline  blue-black,  etc. 

Certaines  pièces  se  coloreront  mieux  que 
d'autres  (28);  il  en  est  dont  les  coupes  se 
comporteront   différemment  au   contact  du 
carmin,  que  la  solution  soit  plus  ou  moins 
fortement  diluée;  l'essentiel  est  de  toujours 
débuter  par  une  solution  faible.  Dans  la  règle, 
les  solutions  au  carmin  ne  doivent  pas  être 
additionnées  de  substances  étrangères.  Il  n'est 
pas   absolument  nécessaire  de  boucher  les 
flacons  qui   les  contiennent  ;  un  entonnoir 
garni  d'un  filtre  peut  suffire  pour  empêcher 
les  poussières  de  les  altérer.  En  général,  les 
solutions  do  carmin  (carmin-ammoniaque)  se 
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bonirient  en  vieillissant,  pourvu  qu'elles  soient 
couvertes  et  filtrées  de  temps  en  temps  On 
aide  à  leur  conservation  en  ajoutant  quelques 
brisures  de  camphre  dans  le  llacon,  ou  bien 
quelques  gouttes  de  phénol  à  l'eau  qui  fixe  le 
filtre  sur  l'entonnoir. 

Les  pièces  destinées  à  fournir  des  coupes  a 
colorer  au  carmin  doivent  durcir  dans  un 
liquide  de  bichromate  de  potasse.  Le  durcisse- 
ment obtenu,  la  pièce  passe  dans  de  1  eau 
distiUée  ou  ayant  bouilH,  pour  un  temps  plus 
ou  moins  long.  L'eau  sera  renouvelée  chaque 
jour  d'abord,  puis  aussi  longtemps  qu  elle  se 
colorera  en  jaune.  L'emploi  de  l'eau  tiède 
comme  bain  détergeant  accélère  l'éhmination 
des  sels  chromiques. 

La  pièce  est  alors  enrobée  dans  le  microtome 
fie  Gudden,  pour  être  coupée  sous  l'eau.  Pour 
la  couper  au  microtome  ordinaire,  on  la  fixe 
sur  un  bouchon  et  on  l'enrobe  dans  un  mélange 
de  deux  parties  de  cire  et  trois  parties  d'huile 
de  ricin  (cadre  métallique).  De  cette  façon  aussi 
on  peut  opérer  des  séries  non  interrompues. 
On  peut  la  couper  telle  quelle  en  la  fixant  sur 
un  bouchon  au  moyen  de  quelques  gouttes  de 
paraffine  fondue. 

Forel  (27)  dit  quB,  «  pour  produire  des  pré- 
parations microscopiques  parfaites,  la  solution 
de  carmin  doit  teindre  énergiquement  les 
noyaux  de  la  substance  cérébrale,  les  cellules 
ganglionnaires  avec  leurs  prolongements,  le 
prolongement  nerveux  des  cellules  et  les  cylin- 
(Iraxes  des   fibres  nerveuses.  La  substance 
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Ajoutons  encore  que  c'est  l'essence  de  giro- 
lle qui  donne  les  meilleurs  résultats  pour 
obtenir  une  transparence  satisfaisante.  La 
térébenthine  gâte  la  préparation  et  rend  la 
coloration  dilTuse.  Les  coupes  au  carmin,  pour 
lesquelles  on  a  employé  de  l'eau  non  distillée 
se  couvrent  souvent,  au  bout  d'un  certain 
temps,  de  petits  cristaux  de  chaux,  qui  les 
gâtent.  Il  vaut  mieux  pour  les  monter  em- 
ployer le  baume  de  Canada  dissous  et,  à  l'occa- 
sion, dilué  avec  du  chloroforme,  que  la  résine 
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de  Damar.  Les  coupes  seront  toujours  cou- 
vertes d'un  couvre-objet. 

I.  Méihodes  au  carmin-ammoniaque 


Si  ce  n'est  le  premier,  tout  au  moins  un 
des  premiers,  Gerlach  a  employé  le  carmin- 
ammoniaque  pour  colorer  les  coupes  du  S.  N. 


La  solution  recommandée  par  cet  auteur  est 
la  suivante  : 

Carmiu  très  pur  et  très  \ 


caustique   } 

Eau  distillée..   50-100  parties. 

Mêler  rigoureusement  et  laisser  le  récipient 
qui  contient  le  mélange,  sans  le  couvrir,  exposé 
à  l'air  pendant  24  heures,  de  façon  à  ce  que  la 
plus  grande  partie  de  l'ammoniaque  employé 
puisse  s'évaporer  facilement. 

Filtrer  et  couvrir  la  solution.  Moins  la  solu- 
tion contiendra  d'ammoniaque  libre,  moins 
elle  attaquera  les  tissus.  11  faut  la  renouveler 
de  temps  en  temps,  parce  qu'elle  se  couvre  par- 
fois de  moisissures. 

Pour  colorer,  faire  différentes  solutions  de 
ce  liquide,  en  prenant  de  l'eau  distillée  et  en 
procédant  volumétriquement.  Etiqueter  les 
solutions. 


a)  Selon  Gerlach  (29). 


C. 


fiueuient  pulvérisé  

Liqueur  d'ammouiaque 


9. 
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1°  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 
Wle  passe  clans  le  bain  colorant.  La  coupe 
ne  doit  pas  notter  sur  le  liquide,  mais  être 
immergée  parfaitement.  Avec  une  solution 
moyenne,  durée  du  bain  :  42-18-24  heures 
suivant  l'épaisseur  de  la  coupe  et  la  réceptivité 
de  la  pièce.  Plus  une  coupe  sera  mince  plus 
longtemps  elle  devra  rester  immergée  dans  la 
couleur. 

3"  Lavage  à  l'eau  distillée;  le  bain  doit  être 
donné  soigneusement,  à  défaut  de  quoi  elle  se 
souillerait  dans  le  bain  suivant,  en  s'y  couvrant 
de  petits  dépôts  granuleux  de  carmin.  Les  cou- 
pes colorées  au  carmin  ne  rendent  leur  excès 
de  couleur  que  lentement;  ce  bain  ne  sera 
donc  pas  écourté.  Changer  l'eau  tant  que  celle- 
ci  se  colore  en  rouge. 

■i°  Bain  à  l'eau  acidifiée  par  de  l'acide  acé- 
tique (environ  30  gouttes  d'acide  pour  300- 
500  centimètres  cubes  d'eau  distillée).  La  durée 
de  ce  bain  est  variable  et  dépend  aussi  des 
particularités  inhérentes  aux  pièces.  En  géné- 
ral, 20  minutes  suffisent;  quelquefois,  30,  30, 
(JO  minutes  ne  sont  pas  de  trop.  Cet  acte  doit 
être  contrôlé  au  microscope  de  Nachet.  surtout 
au  début  d'une  série.  Ce  bain  a  pour  but  de 
fixer  la  couleur  sur  les  éléments. 

5°  On  peut  déshydrater  de  suite  ou  laver 
préalablement  à  l'eau  distillée  ;  quoi  qu'il  en 
soit,  on  aura  placé  la  coupe  sur  le  porte-objet, 
d'une  façon  ou  de  l'autre,  avant  le  bain  d'al- 
cool. 

0"  Bain  d'alcool.  Durée  :  20  minutes  en 
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moyenne.  Les  coupes  colorées  au  carmin  peu- 
vent séjourner  longtemps  dans  l'alcool  une  fois 
teintes. 
7°  Essence  de  girofle. 

8°  La  transparence  obtenue,  monter  au 
baume  de  Canada. 

Cette  solution  colore  les  noyaux  et  le  proto- 
plasma des  cellules,  les  cylindraxes  et  faible- 
ment la  névroglie.  Elle  laisse  les  gaines  à  myé- 
line intactes  et  ne  colore  pas  les  éléments 
i,n'aisseux,  lamineux  et  muqueux. 

b)  Selon  Fritsch  (31). 

Préparer  une  solution  saturée  du  meilleur 
carmin  rouge  dans  une  quantité  voulue  de 
liqueur  d'ammoniaque  caustique.  La  solution 
doit  se  faire  dans  un  récipient  à  large  ouver- 
ture et  n'être  couverte  que  d'une  mince  couche 
lie  papier  de  soie. 

On  la  laissera  reposer  telle  quelle  pendant 
8  jours.  Au  bout  de  ce  temps,  on  décante  le 
liquide,  en  ayant  soin  de  ne  pas  entraîner  le 
dépôt  qui  se  sera  formé  au  fond  du  récipient. 
Le  liquide  décanté  est  recueilli  dans  un  flacon 
qu'on  bouchera  légèrement  et  qu'on  laissera 
reposer,  sans  l'agiter,  pendant  un  mois.  Cette 
solution  sera  la  solidion  mère. 

Pour  teindre,  on  prend  : 

Eau  distillée  100  c.  cubes. 

De  la  roIuIIdii  mère..   10  goultes. 

M. 
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1°  La  coupe  passe  dans  l'eau  distillée. 
2°  Dans  le  bain  colorant  pour  24  heures. 
3°  Lavage  à  l'eau  distillée  pendant  24  heures. 
4°  Bain  d'alcool  ; 

5°  Traitement  subséquent  comme  plus  haut 
(essence  de  girofle,  Canada).  Cette  solution  se 
conserve  longtemps.  Il  est  bon  cependant  d'y 
ajouter  de  temps  en  temps  quelques  gouttes 
de  la  solution  mère.  Plus  celte  solution  est 
fraîche,  plus  la  coloration  des  coupes  se  fait 
bien,  ce  qui  s'explique  par  le  fait  qu'il  s'y 
forme  du  carbonate  de  carmin  qui  prend  bien. 
EII3  ne  colore  pas  la  celloïdine.  Les  prépara- 
tions présentent  une  coloration  fine,  nette  et 
la  conservent  bien. 

c)  Selon  Siohr  (2). 

Dissoudre  dans  : 

Eau  distillée.   oO  c.  cubes. 

Meilleur  carmiu   1  gr. 

Cette  solution  doit  se  faire  à  froid.  Ajouter  : 

Liqueur  d'ammouiaque  caus- 
tique  Se.  cubes. 

M. 

Laisser  le  liquide  exposé  à  l'air  jusqu'à  ce 
qu'il  ait  perdu  toute  odeur  ammoniacale,  ce 
qui  demande,  en  général,  3  jours.  Filtrer. 

Le  liquide  présente  une  belle  coloration 
rouge-cerise,  mais  il  prend  une  odeur  nauséa- 
bonde, qui  ne  nuit  en  rien  ni  au  pouvoir  colo- 
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ranl  de  la  solution,  ni  à  sa  conservation. 

Les  coupes  colorées  au  moyen  de  cette  solu- 
tion sont  traitées  comme  celles  au  carmin- 
ammoniaque  de  Gerlach. 

d)  Procède  selon  Honegger  (32). 

Une  autre  bonne  méthode  pour  préparer  une 
bonne  solution  de  carmin  consiste  dans  le 
procédé  suivant  :  Broyer  une  certaine  quanti- 
té de  carmin  très  pur  dans  un  mortier  déterre 
ou  de  porcelaine,  avec  juste  assez  de  liqueur 
d'ammoniaque  caustique  pour  que  le  mélange 
bien  trituré  forme  une  pâte  épaisse.  Étaler  cette 
pâte  sur  les  parois  du  mortier,  à  l'air,  et  laisser 
sécher  le  tout,  après  avoir  eu  soin  de  répartir 
bien  également  la  pâte  de  façon  à  ce  que  celle- 
ci  ne  forme  partout  qu'une  croûte  peu  épaisse. 
Lorsque  cette  croûte  serabien  sèche,  la  broyer 
de  nouveau  très  à  fond,  jusqu'à  ce  que  l'on 
obtienne  une  poudre  tout  à  fait  impalpable. 
Cette  poudre  reste  exposée  à  l'air  pendant 
environ  24  heures.  Recouvrir  le  mortier  d'une 
espèce  de  dais  de  papier  pour  empêcher  les 
poussières  de  souiller  le  carmin,  mais  ne  pas 
couvrir.  Broyer  de  nouveau.  Prendre  ensuite 
une  quantité  voulue  de  cette  poudre,  la  dis- 
soudre à  froid  dans  une  certaine  quantité  d'eau 
distillée,    en    préparant  ainsi  des  solutions 
exaclement  titrées. 

Traitement  comme  pour  la  solution  de  Ger- 
lach. 
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n.  Méthode  au  carmin-borax  (GiiENACiiEn)  (30). 

Mélanger  dans  une  coupe  en  porcelaine  : 

Carmiu   n 

Borax..  

Eau  distillée.   iOù~ 

ChaulTer  le  mélange,  en  le  remuant  cons- 
amment,  jusqu'à  ébullition.  Tout  en  remuani 
le  liquide  intensivement  coloré  en  rouge-bleu 
ajouter  goutte  à  goutte  de  l'acide  acétique 
dilue  (environ  5  0/0),  jusqucà  ce  qu'il  se  pro- 
duise un  virage  de  la  couleur  et  que  le  liquide 
présente  franchement  la  coloration  ordinaire 
d  une  solution  de  carmin-ammoniaque. 

Laisser  reposer  le  liquide  pendant  24  heures, 
décanter  soigneusement  sans  troubler  et  fil- 
trer. Pour  favoriser  la  conservation  du  liquide, 
ajouter  quelques  gouttes  de  phénol. 

1°  La  coupe  faite  passe  dans  de  l'eau  dis- 
tillée. 

2»  Puis  dans  le  bain. colorant,  où  elle  se  teinl 
assez  rapidement  d'une  manière  très  intensive. 
La  coloration  est  diffuse  cependant,  et  la  coupe 
serait  inutilisable  sans  traitement  complé- 
mentaire. 

3°  Plonger  la  couj)e  dans  une  cupule  con- 
tenant la  solution  suivante  : 

Acide  chloi'hydrique   1  gr. 

Acool   70   

Eau  distillée   30  — 

M. 
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L'effet  obtenu  dans  le  bain  précédent  change 
à  vue  d'œil.  La  coupe  rend  immédiatement 
une  partie  de  la  couleur  qu'elle  contenait  en 
excès,  en  s'enveloppant  d'un  nuage  rouge. 
Durée  de  ce  bain  :  1/2-1  minute. 

4°  Lavage  à  l'alcool  acidulé  : 

Acide  chlorhydriquc   '  partie. 

Alcool  à  70  0/0   100  parties. 

M. 

.^°  Lavage  à  fond  dans  de  l'eau  distillée. 
G"  Bain  d'alcool  absolu. 

7°  Traitement  subséquent  à  l'essence  de- 
girofle  et  au  baume  de  Canada. 

Cette  solution  colore  les  noyaux  d'une  façon 
intense;  mais,  sous  Faction  de  l'acide chlorhy- 
dri'iue,  leprotoplasmades  cellules  se  gonfle  et 
les  préparations  ne  sont  pas  exactes.  En  outre, 
les  préparations  ne  se  conservent  pas  bien.  En 
diluant  la  solution  et  en  laissant  les  coupes 
plus  longtemps  dans  le  bain  de  couleur,  on 
obtient  parfois  des  colorations  plus  conve- 
nables ;  mais,  somme  toute,  cette  méthode  ne 
vaut  pas  celle  au  carmin-ammoniaque. 

111.  Méthode  au  carmin-cochenille-alun 
(CzOKon)  (30). 

Mélanger  : 

Aluu.....   1 

Cocheuiiles  fiaemeut  pulvé-  >  âfi  1  partie. 

risùcs   ) 

Eau  dialillce   100  parties. 
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Chauffer  et  continuer  à  bouillir  jusqu'à  ré- 
duction de  la  moitié  du    volume  primitif 
Ajouter  un  peu  de  pliénol.  Filtrer. 

r  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

f  Jille  passe  pour  24  heures  dans  le  bain 
colorant. 

3°  Lavage  à  l'eau  distillée. 
4°  Bain  de  déshydratisation. 
_  5°  Traitement  comme  plus  haut,  essence  de 
girofle,  Canada. 

L'action  colorante  de  cette  solution  est  à 
peu  de  chose  près  la  même  que  celle  du  car- 
min-alun.  Les  cellules  et  les  cylindraxes  sont 
assez  nettement  colorés;  les  premières  présen- 
tent une  teinte  plutôt  violette,  les  seconds 
plutôt  rougeâtre. 

IV.  Méthode  au  carmin-alun  (Grenacder)  (30). 

Préparer  une  solution  faible  et  une  solution 
forte. 

Pour  la  première,  prenez  1  gra.mme,  pour  la 
seconde  2  grammes  de  carmin  ;  ajouter  pour 
chaque  solution  : 

D'une  solution  d'alun  à  5  0/0....  100  c.  cubes. 

Chauffer  ;  laisser  bouillonner  pendant  20 
minutes  ;  continuer  à  tenir  sur  la  flamme,  sans 
ébullition  nouvelle,  pendant  1/2-1  heure.  Lais- 
ser refroidir.  Filtrer. 

1°  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

2°  Immersion  d'environ  2  heures  dans  le  bain 
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colorant.  Lorsque  la  solution  est  diluée,  le  bain 
durera  plus  longtemps. 

3"  Bain  d'eau  distillée. 

4»  Bain  de  déshydralisation. 

5°  Essence  de  girofle  et  Canada. 

Les  cellules,  mais  plus  particulièrement  les 
noyaux,  sont  colorées  en  rouge-piolet. 

V.  Méthode  au  carmin-uranium  (SciiMAUs)  (31). 

Cette  méthode  se  prête  avant  tout  aux 
pièces  qui  auront  été  enrobées  à  la  celloïdine, 
que  cette  solution  ne  colore  pas. 

Les  pièces  destinées  à  cette  coloration  doi- 
vent avoir  durci  dans  le  liquide  de  MuUer.  Les 
résultats  qu'elle  fournit  au  point  de  vue  de  la 
coloration  des  cylindraxes  sont  bons. 

Broyer  dans  un  mortier  : 

Carljonate  de  carmiu   1  gr. 

Avec  : 

Nitrate  d'uranium   1/2  gr. 

Ajouter: 

Eau  distillée   100  gr- 

Mélanger  intimement  et  porterie  tout  sur  le 
feu. 

Chauffer  pendant  1/2  heure.  Laisser  refroi- 
dir. Filtrer, 
i"  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 
2"  Bain  colorant;  durée  :  15-20  minutes. 
3"  Lavage  à  l'eau  distillée. 
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i°  Bain  d'alcool. 

Essence  de  girofle  et  Canada. 

VI.  Méthode  au  carowi-lilhine  (Outu)  (30). 

Dissoudre  : 

Carmin   o  i- 

n„       ,  ,.   2  parties  ]/2 

Dans  solLiliou  aqueuse 
saturée  de  carbona- 
te de  lithine   inn 

M.  ■      "  ~ 

Il  La  coupe  passe  dans  de  l'eau  distillée. 

-  Puis  dans  le  bain  colorant,  où  elle  ne 
reste  immergée  que  2-3  minutes. 

3°  Laver  la  coupe  pendant  1/2-1  minute  dans 
1  alcool  suivant  : 

Acide  clilorhydrique....       i  partie, 
^''^'^ol  a70  O  'O   lOOparlie.. 

f  Lavage  soigneux  dans  de  l'eau  distillée. 
5  Bam  d  alcool.  Essence  de  girofle,  Canada 
La  méthode  est  simple.  Les  coupes  ne  sont 
pas  surcolorées,  puisque,  au  moyen  d'un  bain 
un  peu  plus  prolongé  dans  l'alcool  acidifié,  on 
peut  faire  disparaître  l'excès  de  couleur.  Sur 
des  préparations  obtenues  ainsi,  il  faudra  tenir 
compte  de  l'action  exercée  sur  les  éléments 
nerveux  par  l'acide  chlorhydrique.  En  ajoutant 
à  la  solution  lithino-carminée  2-3  parties  d'une 
solution  saturée  d'acide  picrique,  on  obtient 
une  solution  picro-lithino-carminée  qui,  em- 
ployée comme  la  solution  picro-carminée,  per- 
met une  coloration  double  des  éléments. 
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VII.  MiHliodcs  an  pirro-carmiii. 
a.  Selon  Ranvier  (30). 

Faire  la  solution  suivante  de  carmin-am- 
moniaque : 

Carmin   !  ;ïïi  1  gr. 

Ammoniaque   1 

Eau  distillée   50  — 

M. 

Prendre  de  celle  solution  :  1  partie;  y  ajou- 
ter lentement  et  en  remuant  continuellement 
le  mélange,  tout  d'abord  par  petites  quan- 
tités, puis  goutte  à  goutte,  2  à  4  parties 
d'une  solution  saturée  d'acide  picrique,  et  ce 
jusqu'à  ce  que  le  précipité  qui  se  sera  formé 
au  début  de  l'opération  et  qui  disparaît  de 
nouveau  lorsqu'on  agite  le  liquide  ne  se  dis- 
solve plus  en  agitant  la  solution.  Plus  la  quan- 
tité d'ammoniaque  sera  grande,  plus  il  faudra 
ajouter  de  solution  picrique.  Filtrer  et  ajouter 
2-3  gouttes  de  phénol  par  100  centimètres 
cubes  de  solution.  Si  le  liquide  se  trouble  dans 
la  suite,  ajouter  une  ou  deux  gouttes  d'ammo- 
niaque; cela  suffira  pour  clarifier  de  nouveau 
la  solution,  qui  est  d'un  emploi  très  pratique. 
Le  liquide  liroduil,  après  un  temps  plus  ou 
moins  long  (quelques  minutes  d'immersion 
suffisent  quelquefois),  une  coloration  double  de 
la  coupe  qu'on  veut  colorer  ainsi.  Les  noyaux 
se  colorent  en  rouge  vif,  les  substances  ])roto- 
plasmiquos  en  jaune  plus  ou  moins  intense,  les 
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substances  du  tissu  conjonclif  en  rose  pâle. 

Cette  différence  dans  la  coloration  s'accentue 
encore  lorsque,  après  le  bain  de  couleur,  on 
passe  la  coupe  dans  de  la  glycérine  acidifiée  : 

Acide  chlorh_ydriquc   1  gi-. 

Glycérine   100  — 

M. 

La  solution  picro-carminée  colore  particu- 
lièrement vite  et  énergiquement  lorsqu'elle 
contient  encore  un  peu  d'ammoniaque  libre, 
et,  dans  ce  cas,  c'est  la  coloration  rouge  qui 
domine. 

Sous  l'influence  du  bain  de  glycérine  acidi- 
fiée, la  matière  colorante  rouge  est  éliminée 
(plus  ou  moins)  des  substances  protoplasmique 
et  intermédiaire,  de  sorte  que  c'est  alors  la 
coloration  jaune  de  l'acide  picrique  qui  pré- 
vaut; mais,  en  même  temps,  la  matière  colo- 
rante rouge  se  fixe  dans  les  noyaux.  Il  faut 
remarquer,  en  outre,  que  la  coloration  rouge 
est  stable  ;  que  la  coloration  jaune,  par  contre, 
disparaît  plus  ou  moins  promptement.  Pour 
conserver  cette  coloration  jaune  dans  les  pré- 
parations traitées  par  cette  méthode,  il  est  bon 
d'ajouter  aux  liquides  employés  une  certaine 
quantité  d'acide  picrique,  de  façon  à  coloi'cr 
ces  liquides  en  jaune. 

Pour  ne  pas  faire  de  répétitions,  nous  indi- 
quons ce  procédé  spécial,  ainsi  que  le  traite- 
ment subséquent  des  coupes  colorées  de  cette 
façon,  sous  la  rubrique  suivante  : 
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b.  Selon  Slohr  (2). 

Préparer  la  solution  qui  suit  : 

Eau  distillée   50  c.  cubes. 

Liciuear  d'ammoniaque 
caustique  •  ^ 

Mélanger  et  remuer  avec  une  baguette  de 
verre.  Tout  en  remuant  le  liquide,  ajouter  : 

Carmin   ^  S^"- 

Continuer  à  remuer  jusqu'à  dissolution  du 
carmin.  La  solution  obtenue,  ajouter  : 

D'uue  solution  aqueuse 
saturée  d'acide  picri- 
qne   50  c-  cubes. 

M. 

Laisser  le  tout  à  l'air  dans  un  récipient  à 
large  ouverture,  pendant  2  jours  environ,  en 
tous  les  cas  jusqu'à  évaporation  complète  de 
l'ammoniaque  ;  puis  filtrer. 

1°  La  coupe  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

2°  Immersion  dans  le  bain  de  couleur.  Durée 
du  bain  :  1  heure  en  moyenne. 

3°  Lavage  dans  de  la  glycérine  acidifiée 
(acide  chlorhydrique)  à  1  0/0  et  colorée  en 
jaune  par  addition  d'un  peu  d'acide  picrique. 
Durée  du  lavage  :  1/2  heure. 

4°  Lavage  durant  5  minutes  à  l'eau  distillée 
colorée  en  jaune  avec  de  l'acide  picrique.  ^ 

5°  Bain  d'alcool  absolu  jauni  au  moyen  d'une 
quantité  d'acide  picrique. 
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6°  Essence  de  girolle. 
7"  Canada. 

En  jaunissant  ces  liquides,  les  éléments  pro- 
topiasmiques  restent  colorés  en  jaune,  le  tissu 
conjonctif  en  rouge  (rose),  les  noyaux  sont 
franchement  rouges,  quelquefois  brun  rouge. 
Les  tissus  ayant  subi  la  dégénérescence  hya- 
line ou  colloïde  prennent  également  une  teinte 
jaune.  L'essentiel  pour  apphquer  ce  procédé 
est  d'avoir  à  sa  disposition  de  l'acide  picrique 
très  pur  ou  une  solution  picro-carminée  parfai- 
tement sûre. 

Les  méthodes  que  nous  venons  d'indiquer 
ne  conviennent  guère  que  pour  la  coloration 
des  coupes  isolées.  Pour  les  séries,  on  n'em- 
ploiera guère  que  celles  au  carmin-ammo- 
niaque. Nous  répétons  qu'une  coloration,  pour 
être  bonne,  doit  se  produire  lentement; 
cependant,  lorsqu'on  est  pressé  ou  qu'il  s'agit 
de  n'examiner  que  quelques  coupes,  on  peut 
activer  l'acte  de  la  coloration  en  transportant 
le  récipient  qui  contient  le  bain  colorant  dans 
une  étuve  à  une  température  ne  dépassant  pas 
36-40°  C.  (couvrir  le  récipient).  La  couleur 
mord  plus  rapidement.  La  quantité  de  couleur 
employée  ne  sera  pas  versée  de  nouveau  dans 
le  flacon  qui  la  contenait. 

Ilenle  et  Merckel  (33)  ont  conseillé  le  procédé 
suivant,  pour  activer  la  coloration  au  carmin  : 

1°  La  coupe  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

2°  Puis,  pendant  10  minutes,  elle  est  im- 
mergée dans  une  solution  de  chlorure  de  pal- 
ladium à  i/500.  En  sortant  de  ce  bain,  la  coupe 


COLORATION  DES  CELLULES  &  PHOLONGEMETNS    10  7 


est  colorée  vivement,  en  jaune  et  passe  telle 
i|uelle  dans  : 

3°  La  solution  carminée.  Peu  de  minutes 
après  son  immersion  dans  la  couleur,  elle  est 
colorée  en  rouge  vif. 

4°  Lavages  répétés  à  l'eau  distillée. 

5"  Bain  de  déshydratisation.  Essence  de  gi- 
rolle, Canada.  Les  gaines  à  myéline  sont  jau- 
nes ;  la  névroglie,  les  cellules  nerveuses  sont 
colorées  en  rouge. 

La  coloration  rouge,  plus  ou  moins  diffuse, 
de  la  névroglie  est  quelquefois  gênante  dans 
les  préparations  colorées  au  carmin.  Pour 
remédier  à  cet  inconvénient,  Ranvier  a  pro- 
posé le  procédé  suivant  : 

Après  le  bain  de  carmin,  les  coupes  passent 
<lans  le  mélange  qui  suit  : 

Acide  formique   1  partie. 

Alcool   2  parties. 

M. 

Elles  y  séjournent  de  5  à  10  heures. 

Nous  procédons  pour  nos  coupes  ainsi  : 
nous  lavons  la  coupe  à  l'eau  distillée  après  le 
bain  de  carmin,  mais  rapidement,  pour  enlever 
l'excès  de  couleur,  et  la  laissons  pour  2-3 
heures  dans  le  mélange  d'acide  formique,  sur 
quoi  nous  la  traitons  par  l'alcool. 

Les  cellules,  mais  surtout  les  cylindraxes, 
sont  nettement,  j)roprement,  dillercnciées  les 
unes  des  awtres;  belle  coloration  rouge;  les 
gaines  sont  limpides,  parfaitement  incolores; 
les  préparations  [daisent  à  l'œil. 
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VIII.  Méthode  de  coloration  double 
de  M.  Duval  (1). 

Les  pièces  auront  durci  dans  une  solution 
de  bichromate  de  potasse. 

1°  La  coupe  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

2°  Elle  est  colorée  au  carmin  suivant  la  mé- 
thode n»  I. 

3°  Premier  bain  d'alcool  à  36  degrés. 

4°  Second  bain  d'alcool  absolu. 

5»  La  coupe  passe  pour  5-20  minutesdans  une 
solution  alcoolique  de  bleu  d'aniline  (bleu  d'a- 
niline soluble  dans  l'alcool)  peu  chargée 
(10  gouttes  d'une  solution  saturée  dans  10 
grammes  d'alcool  absolu). 

6°  Au  sortir  de  ce  bain,  la  coupe  est  immer- 
gée dans  de  la  térébenthine,  puis  elle  est  mon- 
tée au  baume  de  Canada  ou  au  Damar. 

Les  préparations  présentent  une  belle  cou- 
leur violette  qui  paraît  à  première  vue  trop 
sombre,  mais  qui  présente  à  l'examen  micros- 
copique une  extrême  transparence. 

Les  contours  des  cylindraxes  et  des  cellules 
sont  nettement  perçus.  Les  cellules  nerveuses 
et  leurs  prolongements  sont  d'un  violet  virant 
sur  le  rouge;  le  carmin  domine.  Les  vaisseaux 
sont  d'un  violet  virant  sur  le  bleu;  l'aniline 
prévaut.  Les  capillaires  sont  bien  visibles  et 
distincts.  Les  enveloppes  de  la  moelle,  ainsi 
que  les  prolongements  du  tissu  lamineux  se 
colorent  en  bleu  presque  pur,  de  sorte  qu'il 
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est  très  facile  de  les  distinguer  des  parties  ner- 
veuses proprement  dites  (1). 

Ces  couleurs  passent  malheureusement  assez 
vite,  le  bleu  surtout. 

IX.  Méthode  au  carmin  acide  de  Zuppinge7\ 

Nous  devons  à  l'obligeance  de  M.  le  D""  Zup- 
pinger  (à  Elgg-Zurich),qui  s'est  fait  remarquer 
par  ses  travaux  microscopiques  très  réussis, 
exécutés  dans  le  laboratoire  de  notre  asile,  la 
communication  des  deux  méthodes  de  colora- 
tion inédites  qu'il  nous  autorise  à  publier.  La 
première  a  trait  à  l'emploi  du  carmin  acide, 
la  seconde,  qui  sera  décrite  plus  loin,  de  l'ani- 
line-bleu. 

Les  coupes  à  traiter  suivant  Zuppinger 
doivent  provenir  de  pièces  durcies  dans  de 
l'alcool  ordinaire  ;  elles  peuvent  y  avoir  sé- 
journé très  longtemps  (jusqu'à  trois  ans).  La 
grosseur  des  pièces  n'influence  en  rien  l'acte 
du  durcissement. 

1°  La  coupe  faite  passe  dans  de  l'eau  dis- 
tillée pondant  environ  12-24  heures  (en  général 
pour  une  nuit). 

2°  On  l'immerge  dans  la  couleur,  qu'on 
aura  préparée  de  la  façon  suivante  :  on  ajoute 
à  une  quantité  donnée  de  carmin-ammoniaque 
suffisamment  d'acide  acétique,  et  goutte  à 
goutte,  en  agitant  le  mélange,  pour  que  le  re- 
flet bleuâtre  du  carmin-ammoniaque  disparaisse 
et  fasse  place  à  un  reflet  ou  ton  jaune  ou  jau- 
nâtre. C'est  affaire  de  coup  d'oeil.  La  couleur 
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rouge  diminue  en  même  temps  d'intensité  ot 
pâlit.  On  laisse  reposer  et  l'on  fdtre. 

Celte  solution  ne  colore  que  lentement.  Il 
faut,  par  conséquent,  laisser  les  coupes  le 
temps  voulu  dans  le  bain. 

3°  Le  degré  de  coloration  désiré  est-il  obtenu 
(les  coupes  ne  pâliront  pas  dans  le  bain  de 
désliydratisation),on  lave  la  coupe  à  l'eau  dis- 
tillée, faiblement  acidifiée  par  de  l'acide  acé- 
tique. 

4"  Bain  d'alcool  absolu. 

5°  Éclaircissement  à  la  térébenthine. 

6°  Monter  au  Canada.  Couvre-objet. 

Les  cellules  nerveuses  sont  colorées  en  rouge, 
les  noyaux  un  peu  plus  intensivement  que  le 
corps  même  de  la  cellule;  les  cylindraxes  se  déta- 
chent nettement  des  gaines, qui  sont  tout  à  fait 
incolores.  Le  tissu  conjonctif  n'est  que  faible- 
ment teint.  Les  préparations  se  conservent 
très  bien,  mais  elles  n'ont  pas,  selon  nous,  la 
netteté  des  images  obtenues  par  l'aniline-bleu. 

B.  —  Méthodes  aux  couleurs  d'aniline,  etc. 

Outre  les  procédés  au  carmin  que  nous 
venons  de  mentionner  pour  la  coloration  des 
cellules  et  des  cylindraxes,  on  a  essayé  des 
combinaisons  de  cet  agent  avec  les  réactifs 
les  plus  variés  :  acide  borique,  osmium,  phénol, 
etc.,  et  quantité  d'autres  matières  tinctoriales. 

Tout  ce  qui  possède  un  pouvoir  colorant 
quelconque  a  été  mis  à  contribution,  au  reste, 
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pour  colorer  les  coupes  du  S.  N.  C.  :  safran, 
Ihé,  myrtilles,  café,  bains  de  sureau,  nous  en 
passons,  nuais  sans  grand  succès.  La  plupart 
des  couleurs  d'aniline  aussi  ont  fourni  autant 
de  méthodes  nouvelles;  mais  la  fixité  de  ces 
couleurs  sur  les  éléments  nerveux  étant,  en 
général,  assez  incomplète,  il  a  fallu,  après  de 
nombreux  essais,  élaborer  pour  chaque  couleur 
à  peu  près  une  technique  spéciale  pour  arri- 
ver à  des  résultats  satisfaisants.  Parmi  ces 
couleurs,  il  en  est  quelques-unes  qui  sont 
actuellement  employées  avec  succès  pour  la  co- 
loration des  cellules  et  des  cylindraxes  ;  cepen- 
dant, les  résultats  que  donnent  ces  nouveaux 
procédés  sont,  en  somme,  la  nigrosine  et  l'ani- 
line blue-black  exceptés,  moins  constants  que 
ceux  que  nous  devons  au   carmin,  tout  au 
moins  pour  de  longues  séries  de  coupes.  Telles 
la  fuchsine,  la  saffranine,  le  brun-vésuvine,  le 
lilas  de  Dahlia,  le  rouge  de  Magenta,  le  bleu 
de  méthylène,  etc. 

Hermann  avait,  il  y  a  quelques  années  déjà 
(m  27).  indiqué  une  méthode  d'imprégnation 
l'ar  la  fuchsine,  qui  avait  donné  de  bonnes 
images  de  noyaux  et  particulièrement  des  nu- 
cléoles ;  sur  cette  méthode  se  sont  greffés 
dans  la  suite  les  procédés  actuellement  em- 
ployés, dans  lesquels  figure  cette  couleur.  Ben- 
czur  {in  5)  avait  proposé  une  solution  con- 
centrée d'alizarine  dans  de  l'alcool,  dans 
laquelle  la  coloration  des  éléments  nerveux 
devait  se  faire  assez  bien.  Iktval  [in  5)  a  préco- 
nisé l'emploi  de  la  purpurine,  comme  ayant 
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une  électivité  spéciale  pour  les  éléments  ner- 
veux, en  particulier  de  la  moelle  durcie  au 
bichromate  d'ammoniaque.  Les  cellules  ner- 
veuses et  leurs  prolongements  demeuraient 
incolores,  de  même  que  les  fibrilles  du  tissu 
conjonctif;  mais  les  noyaux  de  la  névroglie  se 
coloraient  en  rouge.  Griesbach  {^)  recommanda 
le  vert  d'iode  en  solution  aqueuse  d'environ 
1/2  0/0.  La  coloration  se  fait,  paraît-il,  rapide- 
ment. OnlaveaTeau,  on  passe  par  des  alcoolsdc 
plus  en  plus  concentrés  et  on  monte  au  baume 
de  Canada.  La  coloration  des  cellules  et  des 
cylindraxes  est  bonne.  Durcissement  au  bichro- 
mate de  potasse.  Les  bains  prolongés  ne 
détruisent  pas  la  couleur.  Ehrlich  (34)  a  pro- 
posé une  méthode  qui  a  fait  époque  et  école, 
en  employant  le  bleu  de  méthylène,  mais  prin- 
cipalement sur  les  tissus  vivants.  Malheureu- 
sement, les  préparations  obtenues  ne  se  con- 
servent pas  bien.  D'autres  auteurs  ont  préco- 
nisé le  vert  de  méthylène,  l'éosine,  etc.  ;  con- 
sulter sur  ce  sujet  :  Apathy  (26),  Hermann{^), 
Bolles-Lee  et  Ihnnegmj  (o),  Edinger  (72)  et  le 
recueil  des  numéros  de  1890-93  de  la  Zeil- 
schrift  fur   loissenschaflliche  Microscopie,  de 
même  que  les  numéros  des  mêmes  années  du 
Neurologisches  Centralblatt. 

Force  nous  a  été  de  faire  un  choix  parmi 
toutes  ces  couleurs,  c'est-à-dire  de  ces  métho- 
des et  de  nous  en  tenir  à  celles  qui  sont  d'un 
emploi  courant  et  dont  les  résultats  sont  fixes 
dans  la  coloration  des  séries  de  coupes. 

Les  couleurs  d'aniline,  qui,  au  point  de  vue 
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de  La  manière  dont  on  les  emploie  et  des 
images  qu'elles  donnent,  se  rapprochent  le 
plus  de  la  coloration  au  carmin,  sont  l'aniline 
blue-black  et  la  nigrosine  (avec  un  durcisse- 
ment à  l'alcool,  l'aniline-bleu).  L'aniline  blue- 
black  et  la  nigrosine  ont  été  recommandées  il  y 
a  longtemps  déjà  par  les  Anglais,  et  préconi- 
sées ensuite  par  Luys  (noir  de  Colin),  par  Gaule 
(nigrosine)  et  d'autres.  Marlmotti,  Forel, 
Gierke,  etc.,  les  trouvent  inférieures  au  car- 
min. 

Ces  couleurs  ont  donné  de  beaux  résultats  à 
Seguin,  de  New-York,  à  Fejas,  dans  le  labora- 
toire de  notre  asile  ;  aussi  consignerons-nous, 
après  avoir  indiqué  les  méthodes  de  Jelgersma 
et  de  Schmaiis  à  l'aniline  blue-black,  la  mé- 
thode à  la  nigrosine  telle  que  nous  l'avons 
employée  jusqu'ici  pour  nos  séries,  en  la  fai- 
sant suivre  du  procédé  de  Bewan-Lewis,  qui, 
avec  Sankey,  a  été  le  promoteur  de  la 
coloration  nigrosinique.  MartinolLi  a  associé  à 
la  nigrosine  l'acide  picrique,  principalement 
pour  les  altérations  pathologiques. 

Les  méthodes  aux  couleurs  d'aniline  desti- 
nées à  la  coloration  des  gaines  à  myéline  ou 
des  cellules  et  des  gaines  sont  indiquées  au 
chapitre  VIL 

X.  Méthodes  à  l'aniline  blue-black. 
a)  Selon  Jelgersma  (35). 

Les  principaux  avantages  de  la  méthode 

10. 
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consistent  en  ce  que  les  préparations  ainsi 
obtenues  se  conservent  très  longtemps.  L'ani- 
line blue-black  ne  colore  presque  pas  ou 
pas  du  tout  le  tissu  conjonctif  et  la  né- 
vroglie.  Elle  colore  particulièrement  bien  les 
cellules  et  les  cylindraxes.  Les  cellules  appa- 
raissent en  bleu  clair,  le  noyau  et  le  nucléole 
colorés  plus  fortement  en  bleu  foncé.  L'écorce 
cérébrale  et  celle  du  cervelet  se  laissent  très 
joliment  teindre;  les  cellules  pyramidales  et 
celles  dites  de  Purkinje  se  colorent  d'une  façon 
très  nette.  Sur  des  pièces  pathologiques,  on 
peut  suivre  ainsi  les  altérations  qu'ont  subies 
les  éléments  et  les  modifications  que  présen- 
tent les  cellules  ganglionnaires;  les  gaines 
restent  incolores.  La  méthode  de  coloration 
est  simple.  On  prépare  des  solutions  aqueuses 
à  titre  différent  :  une  solution  à  1/100,  une 
autre  à  1/800-1000,  une  autre  à  1/2000. 

Nous  n'employons  que  les  solutions  très 
diluées,  mais  nous  donnons  des  bains  plus 
longs. 

1°  La  coupe  est  lavée  à  Teau  distillée. 

2°  Elle  passe  dans  le  bain  colorant;  elle  y 
séjourne,  suivant  Jelgersma  :  pour  la  solution 
forte,  1/4  d'heure;  moyeime,  5  heures;  faible, 
12  heures. 

3°  La,vage  à  l'eau  distillée. 

4°  Bain  d'alcool. 

5°  Essence  de  girolle. 

6°  Canada. 

C'est,  en  somme,  le  traitement  des  coupes 
colorées  au  carmin.  Les  préparations  colorées 
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à  l'aniline  blue-black  sont  moins  fatigantes  à 
la  longue  à  l'examen  microscopique  que  les 

premières.  . 

Cette  méthode  réussit  aussi  bien  sur  les 
coupes  élaborées  au  microtome  de  Gudden 
que  sur  celles  qui  proviennent  de  blocs  celloi- 

dinés.  .    .     ,  , 

Dans  le  traitement  des  coupes  ainsi  colorées 
nous  avons  souvent  remplacé  le  lavage  à  l'eau 
.listiUée  par  un  bain  d'alcool  à  40  0/0,  addi- 
tionné d'un  peu  d'acide  acétique,  jusqu'cà  ce 
que  la  coupe  ne  rende  plus  de  couleur. 

b)  Selon  Schmaus. 

Après  différents  essais,  l'auteur  est  arrivé  à 
recommander  le  procédé  suivant  : 

Au  lieu  d'une  solution  aqueuse,  il  emploie 
une  solution  alcoolique  à  1/4  0/0.  L'alcool  lui- 
"même  est  à  30  0/0,  auquel  il  ajoute  une  certaine 
quantité  d'acide  picrique. 

I"  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

'I"  Bain  colorant;  durée  :  1  heure. 

3"  Lavage  à  l'eau  distillée. 

4"  Bain  d'alcool. 

5°  Essence  de  girolle. 

6°  Canada. 

Le  grand  avantage  de  cette  méthode  consiste 
en  ceci  :  qu'on  peut  colorer  ainsi  des  coupes 
provenant  de  pièces  ayant  trempé  dans  la 
solution  cuprique  de  Weigert. 

Les  plaques  collodionnées  selon  Weigert 
peuvent  (Mrc  traitées  suivant  l'une  ou  l'autre 
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de  ces  méthodes  de  coloration.  11  vaut  mieux 
cependant  découper  alors  chaque  coupe  (dans 
le  bain  colorant)  et  la  traiter  ensuite  à  part. 

L'essentiel  pour  ces  deux  méthodes  est  de 
n'employer  que  de  l'aniline  blue-black  an- 
glaise; les  autres  couleurs  similaires  ne  sont 
pas  sûres. 

En  vue  d'obtenir  une  coloration  double,  nous 
avons  traité  des  coupes  colorées  et  décolorées 
selon  Pal  par  l'aniline  blue-black.  Il  faut 
alors  décolorer  fortement  dans  le  liquide 
oxalique  pour  que  tout  ce  qui  n'est  pas  gaines 
soit  parfaitement  incolore.  Les  cellules  se 
colorent  alors  en  bleu  et  l'on  obtient  ainsi  des 
images  noires  et  bleues,  qui  sont,  quoique 
originales,  encore  assez  présentables. 

XL  Méthode  à  la  nigvosine  ou  noir  d'aniline, 
a)  Méthode  de  notre  laboratoire. 

Faire  deux  solutions,  l'une  à  1/000,  l'autre 
à  2/000  d'eau  distillée. 

La  procédure  de  coloration  est  exactement 
la  même  que  pour  le  carmin-ammoniaque. 

1"  Lavage  de  la  coupe  à  l'eau  distillée. 

2°  Bain  de  couleur;  durée  :  de  18-24  heures, 
suivant  l'épaisseur  de  la  coupe,  la  nature  de 
la  pièce,  la  réceptivité  des  tissus,  la  dilution  de 
la  solution.  Nous  préférons  la  solution  à  1/000 
et  laissons,  en  général,  la  coupe  pendant  24 
heures  dans  le  bain.  Une  solution  diluée  donne 
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aux  coupes  une  teinte  plutôt  bleue;  une  soIli- 
lion  chargée,  une  teinte  plutôt  noire. 

3°  Lavage  à  l'eau  distillée  et  à  l'eau  acidi- 
fiée (Voir  carmin-ammoniaque). 

4°  Bain  d'alcool. 

5"  Essence  de  girofle  et  Canada. 

Ce  qui  précède  concerne  les  pièces  détergées 
et  coupées  sous  l'eau. 

Les  coupes  celloïdinées  sont  lavées  après  la 
couleur  dans  de  l'alcool  à '40  0/0,  acidifié, 
comme  dans  la  méthode  de  Schmaus,  et  dés- 
hydratées dans  de  l'alcool  à  96  0/0. 

Nous  colorons  la  plupart  de  nos  longues 
séries  de  coupes  en  colorant,  de  deux  coupes, 
l'une  au  carmin-ammoniaque,  l'autre  à  la 
nigrosine,  la  procédure  étant  la  même  pour 
les  deux  modes  de  coloration.  Nous  obtenons 
ainsi  des  images  alternativement  rouges  et 
bleues,  ce  qui,  pour  l'étude  de  nombreuses 
coupes  successivement  examinées,  repose  les 
yeux.  La  nigrosine  se  comporte,  à  l'égard  des 
éléments  nerveux,  comme  l'aniline  blue-black. 
L'essence  de  girofle  décolore  parfois  les 
coupes  traitées  par  l'alcool  ;  il  faut  alors  la 
remplacer,  pour  l'éclaircissement,  par  l'huile 
d'origan.  Les  solutions  se  conservent  long- 
temps; elles  se  bonifient  lorsqu'on  les  filtre 
souvent.  Dans  les  cas  de  dégénérescence,  les 
territoires  atteints  ne  sont  pas  colorés  et  frap- 
pent de  suite  les  regards.  Pour  l'étude  histo- 
logique  des  éléments,  nous  donnons  la  préfé- 
rence au  carmin. 
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b)  Selon  Bexoan-Levns  (5). 

1»  La  coupe  est  colorée  dans  une  solution 
aqueuse  à  0,25  0/0,  pendant  1  heure. 
2"  Lavage  à  l'alcool. 

3"  Essence  de  girofle  ;  lorsqu'il  s'agit  de 
coupes  du  cerveau  ou  de  la  moelle. 

Pour  les  coupes  de  substance  corticale  du 
cervelet  : 

1°  Colorer  comme  il  est  dit  plus  haut. 

2"  Décolorer  pendant  20-30  minutes  dans 
une  solution  de  chloral  à  2  0/0. 

3°  Traiter  par  un  mélange  à  parties  égales 
d'essence  de  girofle  et  d'une  solution  à  2  0/0  de 
chloral,  auquel  on  ajoute  assez  d'alcool  pour 
avoir  une  solution  claire. 

4°  Laver  à  l'alcool. 

5°  Essence  de  girofle. 

&  Canada  (5). 

(■)  Selon  Marlinolti,  à  la  picro-7iigrosine  (3). 

Durcissement  ad  libitum. 

1°  Bain  de  couleur  dans  le  liquide  suivant  : 
solution  de  nigrosine  et  d'acide  picrique  à 
saturation  dans  de  l'acool  (décantée). 

Durée  du  bain  :  2-3  heures  à  2-3  jours. 

2"  Lavage  à  l'alcool. 

3°  Décolorer  dans  un  mélange  de  :  1  partie 
d'acide  formique  et  2  parties  d'alcool,  jusqu'u 
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ce  que  les  substances  grise  et  blanche  appa- 
raissent clairement  différenciées  à  l'œil  nu. 

•4"  Bain  d'alcool. 

5°  Essence  de  bergamote. 

G"  Canada. 

L'auteur  prétend  que  cette  méthode  réussit 
même  avec  des  matériaux  réfractaires  à  d'au- 
tres procédés  de  coloration. 

XII.  Méthode  de  Zuppinger  à  l'aniline- bleu. 

Lors  des  nombreux  essais  de  coloration  par 
les  couleurs  d'aniline  entrepris,  dans  le  temps, 
par  cet  auteur  dans  le  laboratoire  de  l'asile, 
Zuppinger  était  arrivé  à  se  convaincre  que,  très 
spécialement  pour  les  couleurs  d'aniline-bleu, 
il  était  préférable  de  durcir  les  pièces  à  l'alcool, 
ces  couleurs  n'ayant  que  peu  ou  pas  d'électivité 
pour  les  tissus  durcis  par  les  liquides  chromi- 
ques.  Les  magnifiques  coupes  de  Zuppinger 
colorées  par  sa  méthode  provenaient  de  pièces 
ayant  séjourné  près  de  trois  ans  dans  de 
l'alcool  ordinaire.  Elles  ont  été  faites  il  y  a 
vingt  ans  et  se  sont  conservées  aussi  belles 
■qu'elles  l'étaient  alors;  les  images  des  cellules 
et  des  cylindraxes  sont  très  nettes  et  soutien- 
nent la  comparaison  avec  les  meilleures  de 
notre  collection,  obtenues  par  d'autres  métho- 
des, le  carmin  y  compris. 

Les  coupes  colorées  dans  une  solution 
aqueuse  d'aniline-bleu,  sans  autre  procédé 
complémentaire,  perdent  leur  couleur  dans  le 


TECHNIQUE  MICROSCOPIQUE 


bain  de  déshydratisalion  et  pendant  l'acte  de  l'é- 
claircissement, si  bien  que,  lorsqu'on  les  monte^ 
on  n'a  que  des  images  troubles,  décolorées  ou 
très  inégalement  colorées.  Les  anilines-bleus 
solubles  dans  l'eau  semblent  se  prêter  moins  à 
la  coloration  complète  des  éléments  que  celles 
qui  ne  sont  solubles  que  dans  l'alcool. 

Le  traitement  par  les  bases  ne  leur  convient 
pas;  celui  par  les  acides,  par  contre,  réalise  la 
fixation  désirée  de  la  plus  belle  couleur  bleue 
qu'on  puisse  se  représenter. 

La  couleur  employée  par  Zuppinger  est  le 
chlorure  de  triphénylrosaniline  (bleu  de  Lyon), 
qui,  au  moment  où  l'auteur  s'en  servait, 
était  largement  utilisé  pour  la  teinture  des 
soies,  mais  qui,  depuis,  a  été  remplacé  dans 
l'industrie  par  le  bleu  de  toluidine  ou  de 
Parme  [Licht  blaii),  et  au  moyen  duquel  on 
n'obtient  pas,  pour  les  éléments  nerveux,  des 
résultats  aussi  satisfaisants.  Le  premier  est 
soluble  dans  l'alcool,  insoluble  dans  l'eau;  le 
second  est  soluble  dans  l'eau.  Celui-là  a  une 
teinte  pure  de  bleu,  celui-ci  un  reflet  plutôt 
verdâtre. 

L'essentiel  pour  la  coloration  des  éléments 
nerveux  est  d'avoir  un  bleu  d'aniline  présen- 
tant les  caractères  du  chlorure  de  triphényl- 
rosaniline dont  voici  la  formule  :  C20  1116 
(06115)3  m  IIGl. 

Pour  préparer  la  solution  colorante,  on  prend 
une  pointe  à  couteau  de  couleur  (2-3  grammes) 
pour  1/2  litre  d'eau  distillée.  Agiter  le  tout 
dans  nn  ballon.  Chauffer  jusqu'à  cbullition,  en 
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agitant  de  temps  en  temps.  Au  moment  où  le 
liquide  commence  à  bouillonner,  on  ajoute 
goutte  à  goutte  une  quantité  suffisante  d'une 
solution  d'acide  sulfurique  à  10  0/0  : 

Acide  sulfurique  à  66'  do 

Baumé   1  partie. 

Eau   9  parties. 

M. 

jusqu'à  ce  que  le  mélange  prenne  exacte- 
ment la  couleur  du  liquide  de  Fehling  (sulfate 
de  cuivre).  Le  liquide  ne  doit  bouillir  que  peu 
de  temps,  car  plus  on  fait  bouillir,  plus  la  solu- 
tion colorante  sera  chargée  en  couleur.  Les 
coupes  sont,  au  reste,  toujours  plutôt  trop  que 
trop  peu  colorées.  On  laisse  refroidir,  puis  l'on 
filtre  ou  l'on  décante  soigneusement.  La  solu- 
tion ainsi  obtenue  est  conservée  dans  une  bou- 
teille fermée  au  bouchon  et  que  l'on  tiendra  à 
l'abri  de  la  lumière.  Elle  se  conservera  très 
longtemps. 

1°  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 

2°  Elle  passe  dans  la  couleur  le  temps  voulu 
pour  acquérir  le  degré  de  coloration  plus  ou 
moins  intense  qu'on  se  propose  de  lui  donner, 
en  se  rappelant  toutefois  que  la  couleur  pâlira 
toujours  un  peu  plus,  un  peu  moins,  dans  le 
bain  subséquent  d'alcool. 

3°  Lavage  dans  l'eau  acidifiée  par  quelques 
gouttes  d'acide  acétique. 

Bain  de  déshydratisation  (alcool  absolu). 

5°  La  transparence  s'obtient  au  moyen  de 
l'essence  de  térébenthine  ou  de  la  créosote 

11 
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G°  On  monte  au  baume  de  Canada.  Couvre- 
objet. 

Sur  des  préparations  obtenues  ainsi,  les 
gaines  sont  incolores^  les  cellules  et  leurs  pro- 
longements les  plus  fins  et  les  noyaux,  colorés 
en  un  bleu  vif  d'un  effet  surprenant,  sur  le 
fond  blanc  nacré  des  gaines. 

Ces  préparations  se  conservent  très  bien, 
même  à  la  lumière  ;  elles  pâlissent  un  peu, 
mais  ne  se  présentent  que  mieux  pour  cela, 
étant,  au  début,  plutôt  trop  intensivement 
colorées. 

Cette  méthode  est  inédite  ;  la  descrip- 
tion qu'en  donnent  Bolles-Lee  et  Henneguy 
(page  368  de  leur  traité)  repose  sur  une  erreur. 

XIII.  Méthode  au  brun-vésuvîne. 

On  peut  faire  deux  espèces  de  solutions. 
L'une,  aqueuse,  doit  être  saturée  (environ 
3-4  0/0)  et  être  préparée  au  moyen  d'eau  dis- 
tillée qu'on  fera  bouillir  au  moment  du  mé- 
lange avec  le  brun  de  Bismark  ;  laisser  refroi- 
dir. Filtrer. 

La  seconde  sera  alcoolique,  également  con- 
centrée. Dissoudre  environ  2-2  1/2  0/0  de  cou- 
leur dans  de  l'alcool  à  40  0/0. 

1"  La  coupe  faite  passe  à  l'eau  distillée. 

2"  Bain  colorant  d'environ  5  minutes  de 
durée. 

3°  Lavage  des  coupes  à  l'alcool  ù  95  0/0  ou 
à  l'alcool  acidifié. 
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Alcool  absolu   100  parties. 

Acide  cliiorhyclriqno. .. .       1  parlie. 

M. 

■4°  Bain  dans  de  l'alcool  absoln. 
Essence  de  girolle. 

6°  Baume  de  Canada.  Couvre-objet. 

Von  Kahlden  recommande  d'employer  les 
deux  solutions  de  la  même  manière.  Une  sur- 
coloration des  coupes  n'est  pas  à  redouter.  Les 
noyaux  sont  colorés  en  brun  foncé  ;  le  proto- 
plasma plutôt  en  brun  clair.  La  coloration  est 
quelquefois  diifuse.  Les  préparations  obtenues 
se  prêtent  remarquablement  bien  à  la  pho- 
tographie (c'est  pourquoi  nous  reproduisons  la 
méthode),  mais  elles  ne  se  conservent  pas 
longtemps. 

XIV.  Méthode  de  Niss'l  (36). 

Les  pièces  qui  doivent  être  traitées  suivant 
cette  méthode  seront  tout  à  fait  fraîches  au 
moment  de  l'immersion  dans  le  liquide  durcis- 
sant. Elles  seront  coupées  en  morceaux  dont 
chacun  ne  doit  pas  avoir  plus  de  1  centimètre 
cube.  Les  petits  morceaux  passent  de  suite, 
sans  durcissement  préalable,  dans  une  solu- 
tion chromique  dans  de  l'alcool  à  70  0/0. 

Au  bout  de  2  jours,  on  remplace  cet  alcool 
par  de  l'alcool  absolu.  Après  .5  jours  d'immer- 
sion dans  ce  liquide,  les  petits  morceaux 
peuvent  être  coupés. 

1"  La  coupe  faite  pass'e  de  suite  dans  le 
liquide  colorant,  représenté  par  une  solution 
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saturée  de  fuchsine.  Chaque  coupe  sera  traitée 
à  part  et  dans  un  verre  de  montre  aussi  con- 
cave que  possible.  Dès  que  la  coupe  plonge 
dans  le  bain  colorant,  on  expose  le  verre  de 
montre  à  la  flamme  d'une  lampe  à  alcool,  en 
plaçant  le  verre  sur  un  treillis  et  le  tout  sur  un 
trépied,  plutôt  que  de  tenir  le  verre  avec  des 
pinces.  Éviter  de  placer  la  lampe  trop  près  du 
verre.  Chauffer  jusqu'à  dégagement  de  vapeur 
sur  le  liquide. 

2°  Cela  fait,  sortir  la  coupe  du  bain  colorant 
et  la  plonger,  pour  1-2  minutes,  dans  un  bain 
d'alcool  absolu.  Placer  la  coupe  sur  un  porte- 
objet. 

3°  Au  sortir  de  ce  bain,  recouvrir  la  coupe 
d'une  abondante  quantité  d'essence  de  girofle, 
qu'on  laisse  en  contact  avec  la  coupe  jusqu'à 
ce  que  celle-ci  ne  rende  plus  de  couleur. 
Égoutter.  Nouvelle  couche  d'essence  ;  égoutter 
de  nouveau.  Essuyer. 

4°  Monter  au  Canada. 

Cette  méthode  donne  une  bonne  coloration 
des  cellules  et  des  noyaux.  Les  gaines  de  myé- 
line ne  sont  pas  colorées.  Les  principaux  pro- 
longements nerveux  apparaissent  assez  nette- 
ment. Les  cellules  névrogliques  et  les  vaisseaux 
sont  également  colorés. 

Pour  couper,  fixer  les  morceaux  avec  de  la 
gomme  sur  un  bouchon  ;  bain  d'alcool  pour 
durcir  la  gomme. 
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XV.  Méthodes  de  Jiehm  (37). 
A.— Modification  de  la  métoode  de  Niss'l, 

AU  BLEU  de  MÉTHYLÈNE. 

Durcissement  selon  Niss'l.  Mêmes  règles 
pour  le  traitement  subséquent  des  pièces. 

1°  La  coupe  faite  passe  de  l'alcool  oii  elle 
avait  été  recueillie  dans  une  solution  de  bleu 
de  méthylène  à  0,10  0/0,  qu'on  aura  préalable- 
ment chauffée.  Elle  y  séjournera  1-1  1/^2  minute. 

2°  Lavage  à  l'alcool  à  96  0/0  jusqu'à  ce 
qu'elle  ne  rende  plus  de  couleur. 

3°  Huile  d'origan  pour  la  transparence. 
4°  On  transporte  alors  la  coupe  au  moyen 
d'une  spatule  sur  le  porte-objet.  On  l'y  sèche 
avec  un  morceau  de  papier  Josèphe. 
.5°  Puis  on  monte  à  la  benzocolophane. 
Le  mélange  de  benzine  et  de  colophane  est 
à  préférer  au  Canada  pour  ces  colorations, 
sauf  pour  la  fuchsine  et  le  rouge  de  Magenta. 
Pour  ces  dernières,  Rehm  se  sert  d'un  mélange 
de  colophane  et  de  chloroforme  qui  sèche  vite 
et  qui  ne  jaunit  pas.  Les  coupes  colorées  au 
bleu  de  méthylène  et  décolorées  ensuite  avec 
de  l'alcool  présentant  une  dilTérence  de  colo- 
ration des  cellules  nerveuses  d'avec  les  cellules 
névrogliques,  on  colore  complémentairement 
ces  dernières  nu  moyen  d'une  solution  alcooli- 
que de  fuchsine  (diamanline)  (0,10  de  fuchsine 
pour  100  d'alcool  à  96  0/6)  et  l'on  obtient 
ainsi  des  images  sur  lesquelles  les  deux  oi'dres 
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de  cellules  sont  colorés  difTéremment  et  de 
iaçon  à  frapper  de  suite  l'attention.  En  sortant 
de  l'alcool,  la  coupe  passe  rapidement  dans  de 
l'essence  de  girolle.  Monter  au  chloroforme 
colophané. 

La  coloration  méthylénique  doit  être  faible, 
celle  à  la  fuchsine  intensive. 

Les  cellules  nerveuses  sont  bleues,  ou  bleu 
rougeâtre  ;  les  cellules  névrogliques  et  les 
noyaux  des  vaisseaux,  rouges.  Cette  différence 
dans  la  coloration  ne  se  produit  pas  chez  les 
embryons  et  les  animaux  nouveau-nés.  Sur 
des  pièces  normales  de  l'homme,  on  ne  trouve 
pas  de  coloration  rouge  dans  les  cellules  gan- 
glionilaires.  Les  petites  cellules  de  la  couche 
profonde  du  cervelet  sont  colorées,  chez 
l'homme,  le  putois,  le  chat,  la  souris,  en 
rouge;  les  cellules  de  Purkinje  et  les  autres 
cellules  de  l'écorce  cérébelleuse,  en  bleu. 


B.  —  Pour  la  coloration  des  cellules 

NÉVROGLIQUES    ET  DES  CELLULES  DES  VAISSEAUX. 

a)  1°  La  coupe  faite  passe  pour  quelques 
minutes  dans  une  solution  aqueuse  d'éosine 
à  1  0/0. 

2"  Lavage  à  l'eau. 

3°  Lavage  à  l'alcool. 

4°  Bain  colorant  de  quelques  minutes  dans 
une  solution  aqueuse  de  rouge  de  dahlia 
à  0,10  0/0. 

5°  Bain  de  différenciation  dans  de  l'alcool. 
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G"  Huile  d'origan. 
•    7°  Canada  chloroformé. 

b)  1°  Au  lieu  de  donner  le  bain  colorant  à 
l'éosine,  on  plonge  la  coupe  dans  une  solution 
aqueuse  de  nigrosine  à  1  Q/0. 

!2°  et  3°  Gomme  ci-dessus. 

4°  Bain  colorant  d'une  demi-heure  dans  une 
solution  alcoolique  de  fuchsine  à  0,10  0/0. 

b°  Dillerenciation  à  l'alcool. 

6"  Essence  de  girofle. 

7°  Colophane  chloroformée. 

Les  cellules  en  question  sont  colorées  en 
bleu  foncé  avec  l'emploi  de  la  méthode  a  (tout 
le  reste  reste  rouge)  et  par  la  méthode  ù  en 
rouge  (le  reste  apparaît  alors  coloré  en  gris- 
bleu). 


C.  —  Pour  la  colof.ation  des  aoyaux 

DES  CELLULES  NERVEUSES. 

1°  La  coupe  passe  pour  5  minutes  dans  un 
bain  de  la  solution  suivante  : 

Carmiu  )  _  , 

1  •  n  •  i-        f  aa  1  lirr. 

Ijiqiieur  (1  aniiiiouiaf(ue  causti(|iie  )  " 

Kau  distillée   100  — 

M. 

2°  Lavage  dans  de  l'alcool  à  70  0/0,  auquel 
on  aura  ajouté  de  Tacide  nitrique  dans  la  pro- 
portion de  1  0/0. 

3°  Lavage  h  l'alcool  pur,  où  la  coupe  se 
débarrasse  de  l'acide. 
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~  4°  Bain  colorant  de  1/2  minute  dans  une 
solution  aqueuse  et  froide  de  bleu  de  méthylène 
à  0,10  0/0. 

5°  Différenciation  à  l'alcool. 

6°  Huile  d'origan. 

7°  Colophane  chloroformée. 

Les  noyaux  des  cellules  nerveuses  se  déta- 
chent nettement  du  fond  rose  pâle  du  reste  de 
l'image,  par  une  coloration  en  rouge  vif;  les 
fibrilles  des  noyaux  sont  très  exactement 
teintes  en  rouge  ;  le  protoplasma  du  corps  des 
grandes  cellules  motrices  est  bleu,  celui  des 
petites  cellules  ganglionnaires  est  plutôt 
incolore.  Dans  les  noyaux  mêmes,  le  nucléole 
est  coloré  en  bleu  clair  ou  en  rose.  Dans  les 
cellules  névrogliques  et  les  cellules  des  vais- 
seaux, il  ne  se  produit  pas  de  différence  de 
couleur  entre  le  noyau  et  le  nucléole  ;  ici, 
tout  est  bleu  ou  violet. 


D.  —  Pour  la  coloration  des  cylindraxes. 

1°  La  coupe,  après  avoir  été  recueillie  dans 
de  l'alcool,  passe  dans  le  bain  d'une  solution 
aqueuse  d'hématoxyline  à  0,50  0/0.  Durée  du 
bain  :  1-2  jours. 

2°  Lavage  à  l'eau  distillée  additionnée  de 
carbonate  de  lithine  (pour  100  grammes  d'eau, 
ajouter  1  gramme  d'une  solution  concentrée 
de  carbonate  de  lithine)  et  ce  jusqu'à  ce  que  la 
coupe  ne  rende  plus  de  couleur. 

3"  Différenciation  à  l'alcool  à  96  0/0. 
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4°  Huile  d'origan. 

Les  cyliadraxes  sont  colorés  en  gris-noir, 
le  tissu  névroglique  est  peu  apparent,  les 
vaisseaux  sont  simplement  indiqués.  ' 

Si  on  laisse  la  coupe  un  jour  seulement 
dans  la  solution  hématoxylinique  et  qu'on 
dilTérencic  ainsi  qu'il  est  dit,  qu'on  la  trans- 
porte ensuite  pour  quelques  minutes  dans  une 
solution  de  brun-vésuvine  (brun  de  Bismark)  à 
0,10  0/0,  on  obtient  de  très  belles  images  ;  les 
cylindraxes  sont  gris,  toutes  les  cellules  sont 
colorées  en  brun,  les  noyaux  des  cellules  ner- 
veuses en  gris. 


CHAPITRE  VI 


Coloration  des  gaines  à  myéline. 


(//°  groupe). 
A.  —  Méthodes  a  base  D'nÉMAxoxYLKE. 

XVI.  Méthodes  de  Weigert. 

a)  Méthode  jyrimilwe  fondamentale.  — •  La 
pièce  doit  durcir  dans  le  liquide  de  MûUer  ; 
puis,  sans  avoir  été  mise  en  contact  et  en  quel- 
que manière  que  ce  soit  avec  de  l'eau,  elle 
passe  dans  de  l'alcool  ordinaire,  pour  y  subir 
le  durcissement  complémentaire.  En  sortant 
de  l'alcool,  et  toujours  sans  avoir  été  lavée  à 
l'eau,  elle  est  enrobée  à  la  celloïdine.  Le  bloc 
plongera  dans  de  l'alcool  à  80  0/0.  De  là,  il 
passe  dans  la  solution  suivante  : 

Solution  saturée  d'acé-  i 

tatt!  neutre  de  cuivre.  |  Volumes  égaux. 
Eau  distillée   ) 


M. 
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Le  récipient  qui  contient  le  tout  est  placé 
dans  une  étuvc  à  une  température  de  35-45"  C. 
Il  y  reste  pendant  1-2  jours  ;  co  temps  écoulé, 
le  bloc  est  plongé  de  nouveau  dans  de  l'alcool 
à  70-80  0/0.  Il  est  prêt  à  être  coupé.  La  lame 
du  microtome  et  la  surface  de  coupe  seront 
mouillés  avec  de  l'alcool  à  80  0/0. 

1°  La  coupe  faite  passe  dans  la  solution  colo- 
rante suivante  : 

Ilématoxyliue   1  partie. 

Alcool   10  parties. 

Eau  distillée   !  0  — 

M. 

La  solution  n'est  bonne  que  10-15  jours 
après  sa  préparation.  En  ajoutant  à  ce  liquide 
i  partie  d'une  solution  saturée  de  carbonate 
de  lithine  préparée  à  froid,  on  hâte  le  pouvoir 
colorant  de  i'hématoxyline,  on  mûrit  la  solu 
lion.  La  coupe  reste  immergée  dans  le  bain 
colorant  pendant  2-24  heures,  suivant  le  degré 
d'intensité  qu'on  désire  donner  à  la  coloration, 
suivant  l'épaisseur  de  la  coupe  et  la  nature  de 
la  pièce.  Les  coupes  de  la  moelle  spinale  y 
séjourneront  moins  longtemps  que  celles  de 
l'écorce  cérébrale  ou  cérébelleuse. 

2°  La  coupe,  qui  dans  ce  bain  est  devenue 
parfaitement  noire,  est  lavée  dans  do  l'eau 
distillée  qu'on  renouvellera  deux  ou  trois  fois. 

3°  Elle  passe  ensuite  dans  le  liquide  de 
réduction  : 
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Borax   

Forricyanurc  de  po- 


2  ou     4  parties. 


tassium  . . . 
Eau  disLilléo. 


2-5  ou  5 
100  ou  200 


M. 


La  coupe  reste  dans  ce  bain  jusqu'à  ce  que 
la  différenciation  entre  les  substances  grise  et 
blanche  soit  nettement  produite.  Les  fibres  à 
myéline  doivent  se  détacher  franchement  par 
leur  couleur  bleue,  noire,  du  fond  brun  ou 
brunâtre  ;  parfois,  la  substance  grise  apparaît 
colorée  en  jaune.  La  durée  de  ce  bain  est  diffi- 
cile à  fixer  ;  elle  varie  suivant  la  nature  de  la 
pièce  et  peut  exiger,  suivant  les  cas,  de  1/4 
d'heure  à  24  heures  d'immersion. 

4°  La  différenciation  obtenue,  laver  la  coupe 
à  l'eau  distillée. 

5°  Bain  d'alcool  absolu. 

6°  Éclaircir  avec  l'huile  d'origan  ou  laver  au 
xylol. 

7»  Monter  au  xylol-Canada.  Couvre-objet. 

Weigerl  a  modifié  les  derniers  actes  pour  les 
plaques  collodionnées. 

Lorsque  les  bandelettes  taiUées  dans  la  pel- 
licule ont  été  fixées  sur  un  porte-objet_  et 
qu'elles  ont  passé  par  le  bain  de  déshydratisa- 
tion,  on  les  baigne  dans  du  carbol-xylol  : 

Xylol   3  parties. 

Acide   carbolique    pur,  mais 


M. 

Les  morceaux  de  pellicule  s'y  éclaircisseat 


liquéfié 


d  partie. 
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rapidement.   La   transparence  obtenue,  on 
é-outte  et  on  sèche  les  coupes  en  appliquant 
sur  le  porte-objet  un  morceau  de  papier  Jose- 
phe  (1  feuille  pliée  en  4)  et  en  passant  legere- 
'menl  la  main  par-dessus  le  tout   On  monte 
ensuite  au  Canada  qui  sera  plutôt  un  peu 
épais.  Le  carbol-xylol  qui  a  servi  est  verse  de 
nouveau  dans  son  Hacon  et  peut  servir  plu- 
sieurs fois  encore.  ,  -  „ 
La  solution  d'hématoxyline  est  formulée  ac- 
tuellement, d'après  Weigcrt,  ainsi  : 

Hémaloxyliuc  •  ' 

Alcool  absolu  

Soluliou  coucenlrée  de  carbo- 
nate de  lilhine   le.  cube. 

Eau  distillée   90  gr. 

M. 

Les  pièces  durcies  dans  le  liquide  de  MûUer 
et  destinées  à  être  traitées  par  celte  méthode 
doivent  présenter  une  coloration  brune  ou 
brunâtre  ;  elles  ne  doivent  pas  avoir  été  ver- 
dies par  l'alcool. 

La  durée  du  bain  d'hématoxyline  est,  avons- 
nous  dit,  très  variable.  On  lit,  dans  quelques 
auteurs,  que  des  coupes  de  la  moelle  s'y  colo- 
rent déjà  après  15-30  minutes,  mais  il  est  pru- 
dent de  les  y  laisser  au  moins  quelques  heures  ; 
en  les  sortant  trop  tôt,  on  s'expose  à  n'avoir 
qu'une  partie  des  gaines  colorées,  ce  qui  expo- 
serait à  des  erreurs  d'interprétation  des  images. 
Les  gaines  à  myéline  sont  colorées  en  noir- 
bleu,  les  parties  dégénérées  ne  sont  i)ivs  colo- 
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rées  et  font  tache  en  proportion  du  nombre 
des  fibres  détruites.  Quelques  parcelles  de 
myéline,  derniers  vestiges  des  fibres  nerveuses 
détruites,  se  colorent  cependant  encore  par-ci 
par-là. 

Il  arrive  que  des  coupes,  surtout  lorsqu'elles 
sont  épaisses,  ne  se  décolorent  pas  convena- 
blement, malgré  un  bain  prolongé  dans  le 
liquide  de  réduction;  on  peut,  dans  ces  cas, 
activer  la  décoloration  en  plaçant  Ja  coupe  de 
nouveau  dans  de  l'alcool  pour  24  heures,  pour 
l'immerger  de  nouveau  dans  le  liquide  réduc- 
tif  ou  ditrérentiel,  ce  qui  peut  se  répéter  quel- 
quefois de  suite. 

Comme  les  coupes  de  pièces  ayant  séjourné 
dans  la  solution  cuprique  ne  peuvent  pas  être 
employées  pour  une  coloration  subséquente 
(double)  au  carmin,  et  qu'il  est  agréable  d'avoir 
dans  une  série  des  coupes  présentant  des  colo- 
rations de  cellules,  on  a  proposé  de  couper 
avant  l'immersion  du  bloc  dans  le  bain  cupri- 
que et  de  ne  traiter  par  ce  dernier  liquide  que 
les  coupes  destinées  à  être  colorées  d'après 
Weigert.  Le  séjour  de  ces  coupes  dans  le  bain 
cuprique  sera,  dans  ces  cas,  de  très  courte 
durée,  et  après  ce  bain  elles  devront  passer 
par  un  bain  d'alcool  à  70  0/0  avant  d'être 
immergées  dans  le  liquide  colorant. 

On  a  proposé  également,  pour  avoir  des 
coupes  à  images  de  cellules  et  à  gaines  colo- 
rées, de  passer  les  coupes  faites  dans  l'eau 
dans  la  solution  cuprique  de  Weigert,  puis 
dans  de  l'alcool  à  80  0/0  et  de  les  laisser  long- 
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temps  dans  l'hématoxylinc.  La  inéLhode  de 
Weigert  doit  èli-e  suivie  rigoureusement  pour 
donner  des  résultats  satisfaisants.  Si  la  pièce 
t\  traiter  avait  par  mégarde  passé  par  l'eau 
après  son  durcissement,  il  faudrait  la  plonger 
de  nouveau  pour  quelques  jours  dans  le  Hquide 
de  Millier  avant  de  la  transporter  dans  ralcool. 
Lorsqu'on  n'a  pas  de  carbol-xylol  sous  la  main 
et  qu'on  emploie  l'huile  d'origan  pour  l'éclair- 
cissement, il  faut  éviter  de  laisser  la  coupe 
longtemps  en  contact  avec  l'huile  :  il  en  résul- 
terait une  décoloration  partielle. 

La  transparence  obtenue,  rapidement  mon- 
ter au  Canada.  Une  pellicule  coUodionnée 
passe  exactement  par  les  mêmes  phases  de 
manipulations  qu'une  coupe  isolée. 

h)  Méthode  modifiée,  rapide.  —  Weigert  a 
modifié  sa  méthode  première  pour  éviter  les 
précipités  qui  se  produisent  dans  le  traitement 
par  le  cuivre  et  qui  abîment  le  couteau.  Cette 
modification  permet,  en  outre,  d'éviter  le  bain 
de  différenciation  lorsque  les  coupes  sont  très 
fines  (jusqu'à  1/40°  de  millimètre)  et  qu'on  mo- 
difie, en  outre,  légèrement  le  liquide  colorant. 

La  pièce  convenablement  durcie  aux  sels  de 
chrom.e  est  enrobée  dans  la  celloïdine  et  for- 
me bloc  sur  un  bouchon.  Le  bloc  passe  dans 
le  liquide  suivant,  pour  y  prendre  le  mordant  : 

D'une  solution  saturée  à  froid  \ 

(l'acétate  d'oxyde  de  cuivre  /  Parties  égales 
neutralisé   /  en 

D'une  solution  de  sel  de  Sai-  \  volume, 
guette  ;i  10  0/0   ' 
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M. 

et  ce,  pour  24  heures  dans  l'étuve. 

Ce  bain  pris,  le  bloc  est  plongé  de  nouveau 
pour  24  heures  dans  une  solution  simple  d'a- 
cétate de  cuivre. 

Lorsqu'on  veut  éviter  la  dilTjrcnciation,  on 
colore  les  coupes  ainsi  : 

Solution  alcoolique  d'iiémato- 
xyline  à  10  0/0   1  partie. 

Solulioa  diluée  decaiijoDatc  de 
lilhino.   9  parties. 

M. 

Cette  sohition  contient,  pour  100  centimètres 
cubes,  7  centimètres  cubes  d'une  solution  sa- 
turée de  carbonate  de  lithine. 

Pour  obtenir  une  clarté  parfaite  du  fond  de 
l'image,  on  peut,  après  avoir  Javé  à  l'eau,  trai- 
ter la  coupe  à  l'acide  acétique  à  1/5-1/2  0/0. 
Mais  cette  pratique  n'est  pas  indispensable. 
Le  simple  lavage  à  l'eau  suffît.  Si  l'on  a  affaire 
à  des  coupes  plutôt  épaisses  et  à  des  séries 
celloïdinées,  le  traitement  produit  une  surcolo- 
ration; les  coupes  e.vigent  alors  un  bain  de 
différenciation . 

Pour  la  transparence,  donner  d'abord  le 
bain  d'alcool  à  90  0/0,  puis  traiter  par  un  mé- 
lange de  xylol  et  d'huile  d'aniline  (1  :  2),  en- 
suite par  le  xylol  et  enfin  monter  au  xylol- 
Canada. 
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XVII .  Méthode  de  Pal  (39). 

Parmi  toutes  les  modifications  apportées 
depuis  son  apparition  à  lamélhode  de Wejgert, 
il  n'en  est  point  qui  donne  d'aussi  brillants 
résultats  que  la  méthode  de  Pal.  Contrairement 
à  ce  qui  se  produit  sur  des  coupes  traitées 
selon  Weigert,  les  tissus  qui  environnent  les 
fibres  à  myéline  restent  complètement  inco- 
lores ou  plutôt  sont  tout  à  fait  décolorés 
lorsqu'ils  ont  subi  le  traitement  institué  par 
Pal,  ce  qui  permet  une  coloration  complé- 
mentaire ou  double  du  plus  bel  effet  et  qui  ne 
nuit  en  aucune  façon  à  la  tinction  des  gaines 
à  myéline. 

La  pièce  qui  doit  fournir  des  coupes  doit  être 
taillée  en  morceaux  de  2  centimètres  cubes 
environ,  les  morceaux  plongeant  dans  de  larges 
quantités  de  liquide  de  MûUer.  Changer  le  li- 
quide chaque  jour  pendant  la  première  semaine. 
Le  durcissement  obtenu,  les  morceaux  passent, 
sans  avoir  été  lavés  àl'eau,  dans  une  suffisante 
quantité  d'alcool  à  70  0/0  (à  l'abri  de  la  lu- 
mière). Changer  l'alcool  chaque  jour  pendant 
la  première  semaine.  Au  bout  de  8-10  jours, 
on  peut  couper  les  pièces  telles  quelles  ou 
préalablement  enrobées. 

1°  La  coupe  faite  (ou  la  pellicule  coUo- 
dionnée  selon  Weigert  obtenue)  passe  dans 
de  l'alcool  à  70  0/0. 

2"  De  là,  et  sans  attendre,  dans  le  bain  colo- 
rant constitué  par  line  solution  d'hématoxyline 
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selon  Wcigc-l,  additionnée  d'environ  4 
raetre  cube  de  solution  lilh  né"  ili  sn  '" 
mètres  cubes  de  solution  de"wel"rf  D  t 

=t'g',re„r.iïï^i:Sn':.rsr? 

3^  En  sortant  de  ce  bain,  la  coune'est  nres 
;i"eno.re;on  la  lave  à  l'eau  dis^lée      d  " 
lionnée  de  solution  lithinée  :  ' 

t7  r '^'^l'î^.   30c.cul.os. 

Solution  iithméc   le.  cuJ.e. 

Changer  le  mélange  jusqu'à  ce  que  la  coupe 
ne  rende  plus  de  couleur  (1/2  heure). 

4"  Elle  passe  dans  le  bain  de  différenciation 
suivant  ; 

Permanganate  de  potasse...       o  gr 

distillée   100  c.  cûbe,=. 

Après  1-3  minutes,  mais  souvent  beaucouj» 
plus  longtemps,  la  différenciation  se  produit. 

5»  Lavage  soigneu.x  dans  de  l'eau  distillée. 

6»  Bain  dans  le  liquide  de  décoloration  sui- 
vant : 

Acide  oxalique   i 

Sulfure  de  polas.^e           ^        1  gr. 

Eau  distillée   200  c  ciihes 

M. 


Cette  solution  doit  toujours  être  fraîche,  le 
récipient  bien  bouché;  la  cupule  qui  contien- 
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(Ira  la  coupe  en  traitement  sera  couverte  pen- 
dant le  bain. 

En  quelques  secondes  (10-40-60),  la  décolo- 
ration est  complète,  c'est-à-dire  que  la  subs- 
tance grise  devient  jaunâtre,  souvent  blanche 
ou  jaune-blanc;  la  substance  blanche,  les  gai- 
nes à  myéline  restent  colorées  en  bleu-noir  ou 
noir. 

Si,  à  ce  moment  de  la  procédure,  la  décolo- 
ration ne  paraît  pas  assez  complète,  si  la  subs- 
tance grise  de  la  coupe  ne  prend  pas  l'aspect 
d'un  papier  blanc-jaune,  on  recommence  la 
manipulation  précédente  :  bain  d'eau  distillée 
(1  minute),  bain  au  permanganate  (le  temps 
voulu  pour  différencier)  et  bain  d'eau  distillée, 
puis  à  l'acide  oxalique.  On  répète  cette  procé- 
dure jusqu'à  résultat  satisfaisant. 

En  fait  de  quantités  de  liquide  à  employer, 
il  faut  compter  30  c.  cubes  de  solution  héma- 
toxylinique,  30  c.  cubes  d'eau  lilhinée,  30  c. 
cubes  de  solution  de  permanganate,  20  c.  cubes 
de  liquide  oxalique  pour  traiter  10-15  petites 
coupes.  Pour  un  plus  grand  nombre  de  coupes 
ou  des  coupes  plus  grandes,  il  faut  renouveler 
les  quantités  dans  les  proportions  indiquées. 

7°  La  coupe  est  lavée  à  fond  dans  de  l'eau 
distillée. 

8°  Bain  de  déshydratisation  (plaques  coUo- 
dionnées  :  alcool  93  0/0). 

0"  Essence  de  girolle. 

10"  Canada.  Couvre-objet. 

Si  la  pièce  avait  été  lavée  par  mégarde  après 
le  durcissement,  ou  si  elle  présente  une  colora- 
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tion  verdàtre  suspecte,  on  plongera  les  coupes 
tout  d'abord  dans  le  liquide  suivant  : 

D'une  solution  d'acide  chromique  dans  de 
l'eau  distillée  à  1/2  0/0,  quantité  suffisante  pour 
un  bain.  Ou  bien  dans  une  solution  de  bichro- 
mate de  potasse  à  1-3  0/0,  et  ce  pour  quelques 
heures.Les  coupes  passeront  pendant  24heures 
dans  la  solution  hématoxylinique  additionnée 
de  carbonate  de  lithine,  à  l'étuve  à  35-40°  C. 
pour  une  heure.  Puis,  traitement  subséquent, 
comme  il  est  indiqué  plus  haut. 

Si  la  pièce  est  coupée  dans  l'eau  au  micro- 
tome  de  Gudden,  les  coupes  passeront  dans  un 
bain  d'alcool  à  70  0/0  avant  de  passer  dans  la 
couleur.  Les  images  sont  alors  moins  nettes 
que  lorsque  la  méthode  est  appliquée  rigou- 
reusement et  qu'on  opère  sur  un  bloc. 

Pour  les  pellicules  collodionnées  selon  Wei- 
gert,  il  faut  remarquerles  points  suivants  :  elles 
resteront  plus  longtemps  dans  l'eau  lithinée, 
un  peu  moins  longtemps  dans  la  solution  de 
différenciation;  elles  seront  lavées  très  à  fond 
et  seront  éclaircies  au  carbol-xylol. 

Si  l'on  veutobtenir  une  coloration  double, com- 
plémentaire, des  éléments  (cellules)  décolorés 
par  la  solution  oxalique,  on  procédera  ainsi  : 
Lorsque  la  coupe  sort  du  bain  oxalique,  on  la 
lave  à  fond  pendant  5  minutes  dans  un  premier 
bain  d'eau  distillée  ;  on  change  cette  eau  et  on 
donne  un  second  bain  d'eau  d'une  durée  de 
10  minutes.  La  coupe  passe  dans  une  solution 
de  carmin  ou  de  picro-carmin.  Durée  du  bain 
colorant  :  3-10-18-24  heures, suivant  la  solution 
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Pt  la  réceptivité  de  la  coupe.  Lavage  à  l'eau 
»  'baia  d'alcool,  essence  de  gu-ofle, 
baume  de  Canada  ou  résine  de  Damai 

T  PS  résultats  que  fourmt  la  méthode  de  1  a 
sont  beaux;  lesfihres  i  myéline  sont  nettement 
coîorées,  les  tissus  circumvoisins  incolores  ; 
pai-  i  par-là  on  observe  quelques  taches  brunes 
ou  des  filaments  noirs;  les  premières  provien- 
nent de  manipulations  faites  peu  soigneuse- 
ment, les  seconds  sont  des  produits  de  coa- 
gulation colorés,  le  long  du  trajet  d'un  vaisseau 
ou  un  fin  vaisseau  lui-même.  Ne  pas  confondre 
avec  des  fibres.   Quelquefois,  le  pignient  des 
cellules  ganglionnaires  se  colore  en  brun  ou 
brun-jaune  ;  on  avait,  mais  à  tort,  voulu  con- 
clure de  cette  différence  de  réceptivité  de  cer- 
taines cellules  pour  la  couleur  dans  le  cours  de 
ce  traitement,  à  une  différence  dans  les  fonc- 
tions de  la  cellule!  Conserver  les  préparations 
selon  Pal  à  l'abri  de  la  lumière. 

XVIII.  Méthode  de  Kulschilzky  (40). 

Les  pièces  destinées  à  être  traitées  doivent 
durcir  dans  le  liquide  de  Mûllerou,  ce  qui  est 
préférable,  dans  le  liquide  à'Erlicki  : 

Bichromate  do  polassc   2  gr.  50 

Sulfate  de  enivre   0  gr.  50 

Eau   100  gf- 

M. 

1"  La  coupe  faite  passe  dans  le  bain  colorant 
suivant 
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Humatoxyliue  dissonlc  claii'^  O  s 

d'alcool  absolu   "    "  1 

Solution  saturée  d'acide  boiiquc'.'  20  er  ' 
Eau  distillée  


Le  liquide  sera  légèrement  acidifié  avant  de 
1  employer. 

La  coupe  reste  dans  ce  bain  pendant  18- 
24  heures. 

2»  Lavage  à  l'alcool. 

3»  Essence  de  girofle. 

4°  Canada.  Couvre-objet. 

La  solution  colorante  de  Kulschitzky  est 
jaune  quand  elle  vient  d'être  préparée  ;  au  bout 
de  2-3  semaines,  elle  prend  une  belle  couleur 
rouge.  C'est  à  ce  moment  qu'on  peut  commen- 
cer a  s'en  servir.  La  quantité  nécessaire  pour 
un  bain  est  versée  dans  une  cupule  et  acidifiée 
(quelques  gouttes  d'acide  acétique  pour  plein 
un  verre  de  montre)  avant  que  la  coupe  n'y 
plonge.  L'auteur  a  modifié  sa  solution  ainsi 
qu'il  suit  : 

Héiu'atoxyliue   2  '^r 

Alcool  absolu   Q.  s'.pour"'(jrssoudre. 

solution  d'acide  acétique  à  2  0/0. .  ■100 
M.  °  ' 

C'est  la  solution  de  Kuischilzky  n»  II-  la 
solution  boriquée  porte  le  n°  I.  ' 

Ces  solutions  seront  employées  dans  les 
méthodes  suivantes. 

Les  fibres  des  coupes  colorées  ainsi  sont 
bleues,  d'un  bleu  vif;  tout  le  resle  n'est  pas 
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coloré  ou  ne  l'est  que  raiblement  en  jaune  pâle. 
Cette  coloration  bleue  est  particulièrement 
nette  lorsque  l'ondonne  préalablement  un  bain 
de  24  heures  dans  une  solution  de  carbonate 
de  soude  ou  de  carbonate  de  lithine. 

XIX.  Méthode  de  Max  Wolters  (41) . 

I.  —  La  pièce  à  couper  doit  durcir  dans  le 
liquide  de  Millier. 

Le  durcissement  obtenu,  on  laisse  la  pièce 
dans  de  l'eau  jusqu'à  épuisement  des  sels  chro- 
miques.  Changer  l'eau  Iréquemment  et  aussi 
longtemps  qu'elle  se  colore.  Durcissement  com- 
plémentaire dans  de  l'alcool.  Enrobement  à  la 
celloïdine.  Le  bloc  est  coupé. 

i"  La  coupe  faite  est  immergée  dans  le 
liquide  de  Kulschitzky  'n"  IL  Le  récipient  est 
j)orté,  pour  la  durée  du  bain,  à  l'étuve  à  une 
température  de  45"  C.  Couvrir. 

2°  La  coupe  est  plongée  dans  le  liquide  de 
Millier. 

3"  Pour  le  traitement  subséquent,  on  suit 
exactement  la  méthode  de  Pal. 

Les  cellules  ganglionnaires  sont  colorées  en 
jaune  ou  en  jaune  brun,  les  fibres  à  myéline 
en  bleu-noir. 

n.  —  La  pièce  doit  durcir  dans  [le  liquide 
iVErlicki;  môme  traitement  préliminaire  que 
dans  la  méthode  de  Kulschitzky . 

1°  La  coupe  faite  passe  pour  24  heures  dans 
le  bain  suivant  : 
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Solulion  de  vanadium  chlora- 
tum  à  10  0/0  ...  o 

Solntiou  d'akimiaium  acéticum 
Ijqmde  à  8  0/0.  c 

la  coupe  est  lavée  à  fond 
et  pendant  10  minutes  dans  de  l'eau  distillée. 

H  A  ,  ?-f f  ^'^'^^^^  d^^sla  solution 

l'  tuv  f"^  T  ré^'P'^-test  porté  à 

1  ôtuve  à  une  température  de  45°  C 

•  4»  Bain  d'alcool  h  80  0/0  jusqu'à  ce  que 
ia  coupe  ait  pris  une  belle  couleur  bleu- 
rouge  clair. 

S"  Lavage  cà  fond  à  l'eau  distillée. 
6"  Bain  d'alcool  à  90-95  0/0. 
1°  Gomme  pour  Pal. 

Les  cylindres  des  nerfs  périphériques  sont 
très  distinctement  colorés.  Les  cellules  pyra- 
midales de  l'écorce  du  cerveau  sont  colorées  en 
bleu  foncé.  Les  éléments  névrogliques  égale- 
ment. Les  fibres  tangentiales  sont  bien  colo- 
rées et  s'observent  en  grand  nombre.  Cette 
méthode,  qui,  suivant  certains  auteurs,  sur- 
passerait celle  de  Weigert  et  qui  donne  des 
résultats  analogues  à  ceux  obtenus  par  celle 
d'Exner,  a  été  reprise  et  modifiée  par  Ivaes 
ainsi  qu'il  suit  : 

Modificalion  de  Kaes  (42).  —  Au  lieu  de  ne 
laisser  la  coupe  dansl'étuve  que  pour  24  heures 
comme  le  conseille  Wolters,  Kaes  l'y  laissé 
pendant  2-3  jours  à  une  température  de  42-45° 
C,  pour  arriver  à  un  résultat  plus  égal.  L'acte 
de  la  dilTérenciation  est  rapide  et  simple  lors- 
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qu'on  se  sert  d'une  spatule  faisant  passoire, 
en  platine,  ou  d'une  passoire  en  porcelaine 
sur  laquelle  repose  la  coupe  ;  on  plonge  la 
passoire  une  fois  dans  le  liquide  de  MûUer,  on 
la  rince  rapidement  à  l'eau  distillée,  puis,  pour 
la  différenciation  selon  Pal,  on  la  plonge,  s'il  le 
faut,  6-10-15  fois  consécutivement  dans  les 
liquides  voulus  jusqu'à  différenciation  suffi- 
sante. Lavages  rapides.  Pour  les  coupes 
sur  lesquelles  on  désirerait  étudier  les  plus 
fines  fibres,  il  ne  faut  pousser  la  différencia- 
tion que  jusqu'au  point  où  l'écorce  grise  appa- 
raît jaunâtre. 

XX.  Méthode  de  Berkley  (43). 

Cette  méthode  convient  avant  tout  pour  les 
recherches  ayant  trait  à  des  pièces  très  fraî- 
ches. Pour  peu  que  les  tissus  soient  altérés 
par  le  ramollissement  posl  mortem,  elle  ne 
réussit  pas.  La  coloration  peut  être  considérée 
comme  permanente. 

Les  préparations  terminées  ont  un  aspect  de 
noir  de  fumée.  Les  cylindraxès  se  colorent 
également.  Sur  des  images  réussies,  on  doit 
les  apercevoir  à  travers  la  myéline,  lorsque  la 
coloration  n'est  pas  trop  forte.  Lorsque  la 
réduction  des  sels  de  chrome  par  le  cuivre  est 
modérée,  on  peut  voir  également  des  cellules 
colorées. 

Toutes  les  pièces  du  cerveau,  du  cervelet  et 
de  la  moelle,  qui  doivent  subir  le  traitement, 
n'auront  pas  plus  de  2,.5  millimètres  d'épais- 
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seur;  la  largeur,  c'est-à-dire  l'étendue  d'une 
pièce,  est  assez  indilférente 

f!^^;";  dans  , a  solution  de 

û'une  sointiou  aqueuse  d'acido 
03miqne  à  2  0  0   4  parties 

D'une  solulioQ  aqueuse  d'acide 

cliromique  à  1  0/0. .  45  _ 

^  Acide  acétique....  ^  p,,tj^_ 

Ce  bain  durcissant  aura  une  durée  d'environ 
tieures,  à  une  température  d'étuve  à  23°  C 
En  sortant  de  ce  bain,  les  pièces  passent,  sans 
avoir  été  lavées,  dans  de  l'alcool  absolu  qu'on 

cbangeradeuxfoispendantles  premières  24  heu- 
res. Lorsque  les  tissus  sont  suffisamment  dur- 
cis, on  immerge  les  pièces  dans  de  la  celloï- 
dine  pendant  12-24  heures  avant  de  les  cou- 
per. 

Pendant  qu'on  coupe,  mouiller  largement  la 
lame  avec  de  l'alcool  à  95  0/0.  Les  coupes  doi- 
vent être  très  minces. 

1°  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 
^2'  Elle  passe  dans  une  solution  saturée 
d'acétate  neutre  de  cuivre.  Le  récipient  sera 
couvert.  Durée  du  bain  :  6-8-12  heures,  ou 
bien  23-30  minutes  dans  letuve  à  3o-4i  G. 
Laisser  refroidir  le  liquide  avant  de  sortir  la 
coupe. 

3°  Lavage  rapide  à  l'eau  distillée. 
4o  Bain  colorant. 

Pour  préparer  la  solution,  prendre  : 
Eau  distillée,   ....    50  c.  cubes. 
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Qu'on  fera  bouillir   dans   un  nacon;  on 

ajoute  : 

D'une  solution  saturée  de 
carbonate  de  lilhine....     2  c.  cubes. 

On  continue  à  faire  bouillir  pendant  une 

minute. 
Ajouter  : 

D'une  solution  d'tiéuiatoxyliue 
dans  do  l'alcool  à  10  0/0. . . .    1,5-2  c.  cubes. 

Agiter  vivement  le  flacon  ;  boucher. 

Laisser  refroidir  lentement;  ne  faire  à  la 
fois  que  de  petites  quantités  de  ce  liquide,  qui 
ne  se  conserve  pas  bien  ;  le  préparer  un  jour 
avant  que  de  s'en  servir.  Le  récipient  qui  con- 
tient la  coupe  immergée  dans  ce  bain  passe 
à  l'étuve  ;i  W  C,  pour  15-25  minutes  ;  lais- 
ser refroidir  avant  de  le  sortir. 

Lavage  à  fond  dans  de  l'eau  distillée. 

6°  La  coupe  passe  dans  le  liquide  décolorant 
de  Weigert,  qu'on  peut  employer  tel  quel  ou 
bien  auquel  on  pourra  ajouter  le  tiers  de  son 
volume  d'eau. 

La  décoloration  est  un  acte  très  important 
dans  le  procédé  en  question.  Il  faut  que  le 
liquide  décolorant  pénètre  rapidement  dans 
les  tissus.  D'autre  part,  l'action  de  ce  liquide 
ne  doit  pas  durer  trop  longtemps,  parce  que 
sans  cela  une  quantité  de  petites  fibres  à  myé- 
line se  décoloreraient  complètement.  Un  bain 
de  1-3  minutes  suffit  en  général. 

7"  Lavage  à  fond  dans  2-3  bains  d'eau  dis- 
tillée. 


0  i)  Q 

TECHNIQUE  MlCHObCOPJQUE 
8°  Bain  d'alcool. 

névrose Tf  ""^'Pf^^'^'^'  en  noir-bleu,  la 
rées  Dans  iV'""'m       ^'"-^'^^  ^«"^  déco  o- 

nalesptip  .Ir    i  '    ,   ^i^oi-escences  termi- 

Plus  fine  '  D  I'"'  ^  myéline  les 

plus  fines.  Dans  la  substance  cérébrale  (blan- 

fibrefcSi^"  d« 

sort  on' ni '^r''  préparations  traitées  de  la 
Snales  IT\  ^^'^^o^-escences  ter- 

minales contenant  jusque  dans  leur  ultime 
développement  de  la  myéline,  d'où  émer.  T 
cyhndraxe  terminal,  à  pointe  ;miée,  libre  ;  e  - 

deufZT^Î""'''''  correspon- 
dent probablement  aux  étranglements  de  Ran- 
viei,  des  nerfs  périphériques. 

XXI.  Méthode  de  l'auteur  (44). 

Lorsqu'on  fait  des  coupes  sous  l'eau,  dans  le 
microtome  de  Gudden,  on  n'a  guère  en  vue 
que  des  colorations  de  cellules  et  de  oylin- 
draxes  ;  la  teinture  des  gaines  à  myéline  exi- 
geant des    procédés  spéciaux-,   nous  avons 
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cherché,  comme  tant  d'autres,  un  procédé  qui 
permit  d'obtenir  d'une  même  pièce  tantôt  l'une, 
tantôt  l'autre  de  ces  colorations,  ou  tout  au 
moins,  et  toujours  pour  les  pièces  coupées  sous 
l'eau,  une  coloration  convenable  des  gainss. 
Nos  essais  avaient  porté  sur  350  coupes  en 
série  ininterrompue  de  la  moelle  épinière  et 
allongée  d'un  chat,  sur  quelques  coupes  d'une 
moelle  d'oiseau  et  d'un  caméléon,  d'une  moelle 
humaine  et  enfin  d'une  moelle  d'un  fœtus  de 
7  mois.  Les  pièces  avaient  séjourné  les  unes 
dans  de  l'alcool,  les  autres  dans  un  liquide 
chromique;  le  chat  avait  durci  au  liquide  de 
Millier.  Notre  procédé  n'est  applicable  que 
pour  la  moelle;  les  essais  tentés  sur  des  mor- 
ceaux d'écorce  ou  des  ganglions  du  cerveau  de 
l'homme  n'ont  pas  été  satisfaisants.  Lescoupes 
doivent  être  très  minces. 

Dans  la  règle,  la  pièce  à  couper  doit  durcir 
au  bichromate  potassique  et  être  incluse  dans 
le  microtome  de  Gudden  avant  d'avoir  rendu 
trop  de  sels  chromiques  dans  le  bain  détergeant, 

1"  La  coupe  passe  dans  de  l'eau  distillée. 

2»  De  là  dans  le  bain  colorant.  Nous  em- 
ployons deux  solutions  :  l'une  forte  pour  les 
pièces  qui  ont  été  lavées  à  l'eau  et  qui  ont 
rendu  leurs  sels  chromiques  dans  un  bain  dé- 
tergeant, dont  les  tissus,  en  un  mot,  sont  peu 
imprégnés  de  sels  chromiques  ;  l'autre  faible 
pour  les  pièces  qui  n'ont  pas  été  lavées  à  l'eau 
avant  d'être  incluses  dans  le  microtome  et 
dont  les  tissus  sont  encore  riches  en  sels  chro- 
miques. La  diiïérence  de  ces  solutions  gît  dans 
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Ja  proportion  de  glycérine  qu'elles  contiennent 
et  qui,  suivant  les  cas,  favorise  plus  ou  moins 

energiquement  lacolorationdesgaines.  Chaque 
solution  doit  être  préparée  de  la  façon  sui- 
vante :  dissoudre  séparément  l'iiématoxyline 
dans  1  alcool,  l'alun  dans  l'eau  distillée  ;  ajouter 
la  glycérine  à  la  solution  aqueuse,  a-iter 
celle-ci,  puis  opérer  le  mélange  des  deuxsdu- 
tions,  en  agitant  vigoureusement  ;  laisser  re- 
poser. Filtrer  après  8  jours. 

Solution  faillie. 

^'<^"«'---V 100  c.  cubes. 
Hematoxyhue   9  or 

Jf"  «^i^^i'l'^e.  :    ,00  c.  cubes. 

Alun   2  .Ti- 

G'y°''"ue   100  c.  cubes. 

Solution  forle. 

i^'coo'   J20c.  cubes. 

Hematoxyline   2  gr. 

Eau  distillée   130  c.  cubes 

Alun   2  gr. 

Glycérine   30  c.  cubes. 

Nous  manipulons  nos  coupes  en  nous  ser- 
vant de  verres  de  montre,  en  laissant  la  coupe 
sur  le  récipient  et  en  l'arrosant  des  liquides 
employés,  puis  en  vidant  le  verre  de  montre, 
en  ayant  soin  de  fixer  la  coupe  à  ce  moment 
pour  qu'elle  ne  glisse  pas. 

La  durée  du  bain  colorant  varie  de  12-24 
heures  ;  pour  les  pièces  non  lavées,  de  12-18 
heures  ;  pour  les  pièces  lavées,  de  1 8-24  heures. 

3°  Le  bain  colorant  donné,  Ja  coupe  est 
lavée  à  l'eau  de  fontaine  fraîche  (eau  du  robi 


COLOn.VTlON  DES  GAINES  '^H 

net  du  laboratoire),  en  veillant  à  ce  qu'elle  im- 
mer^e  complètement  dans  l'eau.  Changer  1  eau, 
cestVdire  laver  jusqu'à  ce  que  la  coupe  ne 
rende  plus  de  couleur.  L'eau  de  fontaine  fixe 
l'hématoxyline,  croyons-nous,  dans  les  gaines 
et  la  dissout  peu,  moins  assurément  que  1  eau 

distillée.  , 
4°  Elle  passe  dans  le  liquide  de  réduction  de 

Weigert,  modifié  par  nous  : 

Eau  distillée   200  c.  cubes. 

Frrricyanurc  de  potaspium.  6  gr. 
nniMX   4  — 

M. 

Pendant  que  la  coupe  baigne  dans  ce  liquide, 
agiter  continuellement  le  bain  au  moyen  d'une 
baguette  de  verre  ou  d'un  manche  d'aiguille  à 
dissocier,  etc.  La  coupe  se  décolore  tantôt 
plus  rapidement,  tantôt  plus  lentement,  ce  qui 
tient  à  la  nature  de  la  pièce,  au  degré  du  dur- 
cissement, à  l'épaisseur  de  la  coupe,  etc. 
A-t-on  obtenu  le  degré  de  décoloration  voulu, 
ce  qui  s'apprend  par  l'habitude,  ou  plus  exac- 
tement par  le  contrôle  microscopique  (Nachet) 
des  premières  coupes  traitées,  on  peut  sortir 
la  coupe. 

0°  On  la  lave  alors  à  fond  dans  de  l'eau  dis- 
tillée (nous  préférons  l'eau  de  fontaine). 

6°  On  la  déshydrate. 

7"  On  l'éclaircit  à  l'essence  de  girofle. 

8"  Et  on  monte  au  Canada.  Couvre-objet. 

Un  grand  nombre  de  coupes  ont  été  traitées 
par  nous  de  cette  façon  ;  le  procédé  est  assez 
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°  est  pas  très  nette  ni         ^'''^  ^  "^^'éJ^ne 
obtenir  un  résuUa     plus^S  '''''' 
procédons,  après  le  bafn  I  'f  '^^]'^''^,  nous 
^'^re  clés  que  dans  Je  hTn  t  ''''^^ 
renciation  commence  à  se  n  n.'^^'^^^^  ^i^é- 
suivante  :  aseprodmre,  de  Ja façon 

s;  6e.  Lavage  à  l'eau  de  fontaine, 
suivant  :  '''''  ^^^^      ^ain  décolorant 

Sonlutio  de  potasse  caus- 
tique à  10  0/0 
^^au  distilh'.o       "         '  '  "      ^  ^-  cubes. 

Ethcr  suifuriquc::;;:::-  --  7.  - 

M.    le.  cube. 

Agiter. 

En  l'y  Lisk„'"rZ'';t°™""""°'"P'*'- 
tion  définitive.  O"  <'"no  colora- 

d  s  .liée  on  laverapidement  et  en  battant  l'ean 
S.  la  décoloration  eonlinnait  dans  I  e"„  dt 
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tillée,  on  emploierait  de  l'eau  de  fonlaine,  qui 
l'arrêtera. 

8»  Bain  d'alcool,  essence  de  girofle,  etc., 
Canada. 

Pour  la  transparence,  nous  préférons  main- 
tenant le  traitement  à  la  créosote  (2-3  minutes), 
à  la  térébenthine  (5-10  minutes)  et  le  Canada, 
ou  bien  l'éclaircissement  au  carbol-xylol  (5  mi- 
nutes) et  monter  au  Damar  ou  au  xyloi- 
Ganada. 

La  quantité  de  solution  colorante  employée 
est  versée  après  le  bain  sur  le  filtre  (entonnoir) 
qui  recouvre  le  flacon.  Lorsque  l'hématoxyline 
est  de  bonne  qualité,  la  solution  se  conserve 
assez  longtemps.  Quand  on  n'en  a  pas  l'emploi, 
nous  filtrons  la  solution  une  fois  par  semaine. 

La  même  quantité  de  liquide  de  réduction 
(de  Weigert)  peut  servir  à  traiter  3-5  coupes; 
ensuite,  elle  n'est  plus  utilisable.  La  quantité 
nécessaire  du  liquide  décolorant  (le  nôtre)  doit 
être  préparée  à  nouveau  pour  chaque  fois  ;  mais 
on  en  emploie  très  peu.  La  solution  potassi- 
que rend  la  coupe  un  peu  visqueuse,  gluante; 
elle  glisse  alors  très  facilement  hors  du  réci- 
pient. Attention  à  l'y  fixer  convenablement. 

/i'/u'/ic/t  avait  déjà  employé  la  glycérine  com- 
binée à  l'hématoxyline  pour  colorer  ses  coupes  ; 
mais  il  décolorait  ensuite  dans  de  l'alcool  aci- 
difié. Ce  procédé  ne  nous  a  jamais  donné  de 
bons  résultats. 

Notre  procédé  avec  les  bains  de  réduction  et 
de  décoloration  est,  en  somme,  expéditif  et  pou 
coûteux.    Les    préparations    obtenues  sont 
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se  conservent  bien.  Les  nbief'       ,  ' 

ESs'';:rr.""e\\£""- 
in.gn.i.,.eL;ni;'  Lr/:;,;  ,rso:  rei 

le.ntes  en  rouge-jaune  ou  rouge-brûn 

Tu  sv,:  '  "'"'""«^  scientifiX 

qui  s  étaient  déclarées  satisfaites. 

XXn.  Méthode  de  Kaiser  (4S). 

dc^'KUlt'  'a  f liquide 

de  Mulle,.  Apres  que  ques  jours  d'immersion 
(■■-ij,  on  coupe  la  pièce  en  petits  morceaux 
c  biques  de  1-2  mi|iim«,es  d^:3paisseur  e  on 
laisse  ceu,x-ci,  pour  S-0  jours  encore,  dans  le 

dan  t  m""? 'T'- 1*?"  "«-^--^  P»s-n 

aans  Je  Iiffinde  de  Mavchi  : 


M. 


^iqweur  de  Miillcr   9  parties. 

boliUion  d'acide  osmlqiit) 

'  ''/0   1  p.riie. 


OÙ  ils  séjourneront  environ  8  jours. 

On  lave  les  morceau.v  et  on  les  plonge  dans 
de  1  alcool  à  70  0/0,  pour  le  durcissement  com- 
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plémenlaire.  Enrobement  à  la  celloïdine.  On 
coupe. 

l"  La  coupe  l'aile   est   plongée  pendant 
5  minutes  dans  le  mélange  suivant  : 

Perchlorure  de  fer...  |  ^ 

Eau  distillée   ) 

Alcool  recUQé   'i  parties. 

M. 

2°  On  sort  la  coupe  de  ce  bain  et  on  la  rince 
dans  une  quantité  suffisante  d'une  solution 
d'hématoxyline  de  Weigert  ;  on  jette  cette 
première  quantité  et  on  la  remplace  par  une 
nouvelle  dose  de  solution,  qu'on  chauffe  pen- 
dant quelques  minutes  jusqu'à  dégagement  de 
bulles  d'air. 

Le  liquide  ne  doit  pas  bouillir,  ce  qui  occa- 
sionnerait un  ratatinement  de  la  celloïdine. 

3°  La  coupe  est  lavée  à  l'eau  distillée. 
■  4°  Différenciation  selon  Pal.  Les  coupes  sor- 
tant du  bain  oxalique  seront  immédiatement 
rincées  dans  de  l'eau  ammoniaquée,  ce  qui 
neutralise  l'acide  oxalique  et  provoque  une 
coloration  plus  intense. 

5"  Traitement  subséquent  selon  Pal. 

Pour  obtenir  des  coupes  à  coloration  double, 
la  pièce  doit  être  durcie  dans  le  liquide  de 
Miiller.  On  la  lave  pendant  quelque  temps  à 
l'eau  et  on  la  durcit  complémentairement  dans, 
(le  l'alcool  à  70  0/0. 

1°  La  coupe  faite  est  traitée  au  perchlorure 
de  fer. 

2"  Puis  à  l'hémato.vyline,  comme  plus  haut. 
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4  IJilIerenciaLion  d'anrès  Pli        -  „ 
oxalique,  lavage  à  l'pnn  .         •  ^""P'"*^'  ^  ^cide 
^0  Piil     ^  ammon  acale) 

5°  Ji-Ile  passe  pourl/â-'i  mîr,,,»  V  ^' 

suivant:  ^/"^  ^  minute  dans  le  bain 

Fuchsine  

Alcool  reclilié ^  ^0 
M.  ••• 100  gr. 

3-3°!"""'" -P'-'^'-ine  pour 

AZ^eS.''''""''-  

Eau  distillée..  — 
M.   200  _ 

Le  p.gmenl  et  le  nucléole  des  cen  ,les  °,?J 

en  brun  ou  en  rouge.  i-oiGrees 
L'emploi  de  perchlorure  de  fer  au  lieu  d'acé 

.v^eI  eit,  a  un  avantage  :  la  liqueur  ferrinnp 
jmpregne  rapidement  les  couples  l    o  Zl 
façon  a  se  combiner  avec  l'hématoxyline  com 
bmaison  dont  la  couleur  bleue  dev  ni  plus 
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vive  lorsqu'on  chauffe  un  peu,  comme  nous 
avons  vu,  la  solution  hématoxylinique  pendant 
le  bain. 

B.  —  Autres  méthodes. 

XXIII.  Méthode  d'Exner  (46). 

Les  pièces  qui  doivent  fournir  des  coupes 
colorées  suivant  cette  méthode  doivent  être 
traitées  le  plus  tôt  possible  après  la  mort  du 
sujet.  Plus  elles  sont  fraîches,  plus  les  chances 
de  voir  réussir  la  procédure  sont  grandes.  Sui- 
vant les  circonstances  et  le  degré  plus  ou 
moins  élevé  de  la  température  ambiante,  elle 
.  peut  réussir  encore  avec  des  pièces  qui  auraient 
été  enlevées  8-'lâ  heures  après  la  mort  d'un 
sujet.  Les  pièces  enlevées  au  cerveau  ou  à  la 
moelle  spinale  sont  coupées  en  morceaux  de 
tout  au  plus  1  centimètre  cube  d'épaisseur  et 
qu'on  plongera  aussi  rapidement  que  possible 
dans  une  solution  d'acide  osmique  à  1  0/0. 

Il  faut  employer  de  grandes  quantités  de 
liquide,  au  moins  un  volume  10  fois  plus  consi- 
dérable que  celui  des  morceaux.  Changer  le 
liquide  le  second  jour  de  l'immersion. 

Le  5°  ou  6»  jour  après  l'immersion,  les  mor- 
ceaux sont  lavés  à  fond  dans  de  l'eau  distillée 
et  peuvent  alors  être  coupés.  On  peut .  les 
enrober  à  la  celloïdine  ou  à  la  paraffine,  ou  les 
.  couper  tels  quels,  fixés  sur  un  bouchon. 

Ils  se  conservent,  au  reste,  assez  bien  pen- 
dant un  certain  temps  dans  la  solution  osmique. 

13 
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Avant  (l'enrober  les  morceaux,  on  Icsnlonf^era 
pour  quelques  secondes  dans  de  l'alcooî  al> 

cullrt^  T^'"-^^^*'  P^'""  immédiatement 
dans  de  la  glycénne. 

îl  J^'^nsporter  le  tout  sur  un  porte-objet. 

3  Sur  le  porte-objet  ajouter  à  la  goutte  ou 
a  la  quantité  de  glycénne  dans  laquelle 
immerçe  la  coupe  une  goutte  d'eau  ammonia- 
quée  (liqueur  d'ammoniaque  caustique  10- 
eau  distillée,  50,0;  M.),  fraîchement  préparée! 

4  Apres  un  instant,  mais  pas  de  suite  après 
recouvrir  le  tout  d'une  lamelle.  ' 

Les  coupes  doivent  être  très  minces. 

Les  fibres  nerveuses  à  myéline,  même  les 
plus  fines,  sont  colorées  en  gris  ou  en  gris-noir. 
Les  préparations  ne  se  conservent  pas. 


XXIV.  Méthode  de  Bellonci  (47). 

Le  procédé  suivant  a  été  employé  surtout 
pour  des  pièces  du  S.  N.  C.  d'animaux. 

Il  peut  être  considéré  comme  une  modifi- 
cation de  la  méthode  à'Exner;  cependant,  il 
offre  de  certains  avantages  que  cette  dernière 
n'a  pas  et  constitue  certainement  un  perfec- 
tionnement de  cette  méthode. 

La  pièce  destinée  à  fournir  des  coupes  est 
durcie  dans  une  solution  d'acide  osmique  à 
1/2-1  0/0.  La  durée  du  bain  est  de  14-20  heures. 
Les  pièces  ou  morceaux  doivent  être  peu  épais. 
Les  coupes  seront  faites  à  la  main  (au  rasoir), 
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fie  suite  après  le  bain.  Mouiller  le  rasoir  avec 
(Je  l'alcool  à  70". 

1°  La  coupe  faite  passe  pour  quelques  minu- 
tes dans  de  l'eau  distillée. 

2°  Puis  dans  de  l'alcool  à  80°,  (»ù  elle  séjour- 
nera pendant  3-4  heures. 

3°  Nouveau  lavage  de  quelques  minutes  dans 
de  l'eau  distillée.  Pendant  ce  bain,  on  place  la 
coupe  sur  le  porte-objet. 
.  4°  Dès  qu'une  coupe  est  étalée  sur  le  porte- 
objet,  on  la  recouvre  d'une  lamelle  couvre- 
objet  et  on  instille  sous  la  lamelle  quelques 
gouttes  d'ammoniaque. 

L'elTet  de  ce  réactif  est  vraiment  extraordi- 
naire. L'ammoniaque  provoque  une  transpa- 
rence de  la  substance  nerveuse  qui  ressemble 
à  celle  du  verre;  les  fibres  à  myéline  restent 
tout  à  fait  noires  et  se  détachent  si  nettement 
du  fond  translucide  des  autres  parties  de  la 
coupe  qu'il  est  très  facile  d'en  poursuivre  tout 
le  parcours. 

Les  coupes  peuvent  être  épaisses;  cela  faci- 
lite même  l'étude  des  fibres  dans  leur  trajet, 
parfois  contourné  et  sinueux.  On  peut  se 
servir  de  ce  procédé  pour  des  coupes  faites  au 
microtorae,  après  enrobement  à  la  celloïdine. 
Cependant,  il  faudra  avoir  soin,  dans  ce  cas  de 
laver  de  temps  en  temps  les  préparations  obte- 
nues, en  instillant,  toujours  sous  la  lamelle 
couvre-objet,  une  goutte  ou  deux  d'eau  dis- 
tillée, etc.  Des  séries  de  coupes  peuvent  être 
traitées  de  celte  manière. 


CHAPITRE  VII 


Coloration  des  cellules  et  des  gaines  de 
myéline  ;  méthodes  mixtes. 


{IIP  groupe.) 
A.  —  Méthodes  au  moyen  d'agents 

COLORANTS  DIVERS. 

XXV.  Méthode  de  Sahliàla  fuchsine  acide  (33). 

I.  —  La  pièce  est  durcie  au  bichromate  de 
potasse  suivant  les  règles  établies  pour  la 
coloration  de  Weigert  (Voir  celte  méthode). 

1°  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  pendant 
5-10  minutes  au  plus. 

2°  Elle  passe  dans  le  bain  colorant  constitué 
par  une  solution  aqueuse  concentrée  de  bleu 
de  méthylène.  Durée  du  bain  :  plusieurs  heures 
(jusqu'à  coloration  bleu  foncé). 

3°  La  coupe  est  rincée  à  l'eau. 

4»  Elle  passe  dans  le  bain  d'une  solution 
saturée  de  fuchsine  acide  {Saûre  fuchsin)  dans 
de  l'eau. 
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5'  Lavage  à  l'alcool. 

6»  Bain  prolongé  à  l'eau,  où  la  coloration  se 
dilVérencie.  On  obtient  alors  de  belles  images  ; 
les  cylindraxes  sont  colorés  en  rouge,  les 
gaines  de  myéline  en  bleu. 

Si  l'on  remplace,  au  5°,  l'alcool  par  de  l'alcool 
contenant  1/100  ou  1/1000  de  potasse  causti- 
que, et  qu'on  continue  la  procédure  après  le 
bain  à  l'eau,  en  baignant  : 

7"  A  l'alcool  ;  en  traitant  : 

8°  Par  l'essence  de  cèdre,  et  en  montant  : 

•jo  Au  baume  dissous  dans  de  l'essence  de 
cèdre,  on  obtient  des  images  encore  plus  nettes. 

Les  cylindraxes  sont  toujours  rouges,  mais 
les  gaines  se  montrent  tantôt  rouges,  tantôt 
bleues,  différence  de  coloration  qui  provient, 
suivant  Sahli,  d'une  différence  dans  la  nature 
des  tubes  nerveux. 

IL  —  Métbode  pour  la  coloration  spécifique 
des  gaines  par  le  bleu  de  méthylène  seul. 
Pièces  durcies  comme  pour  Weigert . 

1°  La  coupe  faite  passe  pour  un  temps 
variable  (de  quelques  minutes  à  quelques 
heures)  dans  le  bain  colorant  suivant  : 

Eau  •  •    iO  parties. 

Solution  saturée  de  bleu  de 

métliylène  dans  l'oau   24  — 

Solution  (le  borax  à  BU/0   16  — 

M. 

Laisser  reposer  un  jour  et  filtrer. 
2°  On  lave  la  coupe  soit  à  l'eau,  soit  à  l'alcool, 
jusqu'à  différenciation  nette  des  substances. 
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Essence  de  cèdre 
f  ^"  inonte  au  Canada. 

XXVI.  cVAdamIdevicz 
n  la  saffranine  (54). 

|p«  l^f  i  leurs  noyaux  ef 

ou  qu'eue  so^t  '  P^^h^I^S-quement 
colore  nh,.  dégénérée,  elle  ne  se 

Pa  holo^t,  ;  ^'^^  ^«  P^'o^essus 

début  n  '^'"'^       Pé^ode  de 

fiei)ut(.'')  Les  pièces  doivent  durcir  dans  unp 

cissement,  lavage  à  l'eau. 

disUIl^ée  T/î  m'^'  P''^'  ^'"-^  d'eau 
^'st  llee,  préalablement  acidifiée  au  moyen  de 

baTn'Ts  TT  '''''''  d" 
oain .  ^-^  minutes. 

colorante,  prendre  de  la  saffranine  n"  0-  en 
verser  en  quantité  suffisante  dans  un  volume 
;  onn  d'eau  distillée,  de  façon  à  ce  queT 
liquide  prenne  la  couleur  d'un  vin  de  Bour- 
^o^ne  très  chargé  de  couleur.  Les  coupes 
peuvent  rester  à  peu  près  indéfiniment  dans 
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ce   bain,   elles  ne   se   surcolorenl  presque 

jamais.  ,       ,  i 

3°  La  coupe  colorée  est  lavée  dans  de  1  alcool 

ordinaire. 

4°  Elle  passe  dans  l'alcool  absolu,  additionné 
(le  quelques  gouttes  d'acide  nitrique.  La  réac- 
tion acide  de  ce  bain  doit  être  faible.  Durée 
ordinaire  d'un  bain  de  désbydratisation. 

5°  Cela  fait,  on  couvre  la  coupe  d'essence  de 
girofle,  dans  laquelle  la  coupe  rendra  une 
majeure  partie  de  sa  couleur.  Il  faut  la  laisser 
dans  l'essence  aussi  longtemps  qu'elle  en  rend, 
c'est-à-dire  jusqu'à  décoloration  suffisante. 

6°  Baume  de  Canada.  Couvre-objet. 

Cette  méthode  est  prônée  dans  plus  d'un 
traité  d'anatomie  des  centres  nerveux  ;  elle  a 
rendu  certainement  des  services  à  son  auteur; 
cependant,  elle  ne  nous  a  pas  satisfait. 

Méthode  double.  —  1°  Laver  la  coupe  à  l'eau 
distillée. 

2°  Puis  à  l'eau  acidifiée  avec  de  l'acide 
nitrique. 

3°  Bain  dans  la  solution  concentrée  de 
saffranine. 

4°  Rincer  à  l'alcool  ordinaire. 

5°  Lavage  à  l'alcool  absolu. 

6°  Essence  de  girofle  jusqu'à  ce  que  la  coupe 
ne  rende  plus  de  couleur. 

7°  Lavage  à  l'eau  distillée. 

8°  Puis  bain  dans  de  l'eau  acidulée  à  l'acide 
acétique. 

9°  Colorer  complémcntairement  dans  une 
solution  de  bleu  de  méthylène. 


TECUmuK  MICROSCOPiOU,^ 
est  dil  plul  iLT  »on""e  il 

Canada"  "°  Baume  de 

entourant  L"t^:L  ;;"rrs;t";f''"^r^ 
pénétrant  entre  les  cordonV  l!, 
hissant  en  partie  l^  J^  ?  e"™" 
panie  les  cordons  postérieurs  (?). 

XXVII.  Mmode  He  NUifonlTiSS). 
Cette  ,  modification  et  cons- 

™«;.cie^|:;  ;p;:î,F--~  de . 
.e'i>rci™r;oktr---"-°'"«on 

1°  La  coupe  prise  sur  la  lame  du  microtomp 
est  immergée  dans  l'alcool.  '"'crotome 
2°  Elle  passe  dans  le  bain  colorant  lo 

satuiee,  tout  au  mens  concentrée,  de  safTr. 
nme  dans  de  l'eau  distillée  pure  ou  nh^ 
niquée  à  5  0/0.  Durée  du  bain  :  L  heures  ' 

à  Lavage  complet  et  soigneux  dans  l'a'lnnnl 
ordmaire,  en  agitant  la  coupe  dans  le  1  g  d"' 
jusqu  a  ce  que  la  substance  grise  se  deChé 
franchement,  par  une  coloration  plus  cla.re  du 
fond  de  la  substance  blanche  plu^s  colo  ée 
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4"  La  coupe  passe  ensuite,  dans  la  solution 
suivante  : 

Chlorure  d  or  •  ••■     ^    soO — 


Eau  distillée. 

M. 


où  elle  reste  immergée  jusqu'à  ce  que  la 
substance  grise  commence  à  se  colorer  en 

violet.  ,  .  ^„  i„ 

5"  0(1  sort  à  ce  moment  la  coupe  et  on  la 
lave  soigneusement  à  l'eau  distillée. 

6°  Cela  fait,  on  la  baigne  dans  de  1  alcool 
absolu,  jusqu'à  ce  que  la  substance  grise  se 
détache  franchement,  par  une  coloration  vio- 
lette, de  la  substance  blanche,  qui  reste  rouge. 

r  Passer  rapidement  à  l'essence  de  girolle. 

Dès  que  la  transparence  est  obtenue: 

8°  Lavage  au  xylol. 

9»  Baume  de  Canada.  Couvre-objet. 

XXVin.  Méthode  d'Aronson  à  la  galléine  (56). 

En  étudiant  les  combinaisons  qui  s'opèrent 
dans  le  processus  de  la  coloration  entre  les 
sels  chromiques,  d'une  part,  et  les  divers  agents 
colorants,  de  l'autre,  Aronson  a  trouvé  que 
la  galléine  donnait  des  résultats  très  satisfai- 
sants. Les  morceaux  de  la  moelle  ou  du  cer- 
veau, de  même  des  portions  d'un  nerf  périphé- 
rique doivent  durcir  dans  le  liquide  de  Mïdler 
ou  dans  celui  d'Erlicki.  Il  est  préférable  d'em- 
ployer successivement  les  deux  liquides  et  de 
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diii-cir  d'abord  dan.!  ]»  „  ■ 
'"'^■ement  dans  jrseco^d         "  "'"P'™»"- 

»iC:Lr„i  S' j"",        '»  liquide 

Dans  uneétuve  et  à  Ip  f? 
bain  durera  1-3  heV/es 
Formule  de  la  solution  colorante  : 
Paie  de  galiéioc. 

AlcooJ     -3-4  0.  cubes. 

Eau  distillée.'. — 
Solution  concentrée  de  bi:  ~ 
M.  '^^^'^-^^-od-iue  

oo  n^;:'^^  ^  distillée. 

de  po'trsr^PaT  0^^"  Pe^anganate 

Weigert.  Aronson  emnin  ^'^"^^'^  de 

férenciation  Ln  n2i  r  ^""^  dif- 

chlorure  de  chaux^        '  ''^^^'^^^  au 

.o^:r;::^an^:S:^^--^^-^^-^ 

Solution    concentrée    et  \ 
aqueuse  de  chlorure  de  / 

„  ^^^aux   >  Parties  égales 

J^-au  dislillée  ... 
M.   ■•  ' 
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i«  La  dilTérencialion  Obtenue,  la  coupe  passe  v 
aa:sunesolaUonconcenU-éedecar^^^^^^ 
lithine  ou  de  soude,  jusqu'à  ce  quelle  sou 
cobree  eu  roage:  Les  fibres  sout  rouges,  les 
cellules  colorées  en  brun  Jaunâtre. 

On  peut  substituer  une  coloration  bleue  a 
cette  coloration  rouge,  P-férence  a  or^^^^^^^^^ 
,les  coupes  différenciées  selon  Pal,  ^^^^'^^^^^ 
pour  24  heures  la  coupe  dans  un  bam  c  eau 
distillée,  additionné  de  q^e^^"^^,  S'?^ 
solution  alcoolique  concentrée  de  bleu  de  mé- 
thylène. Lavage  à  l'eau,  à  l'alcool  jusqu  a  ce 
que  la  coupe  ne  rende  plus  de  couleur. 

50  Traitement  à  l'eau  distillée. 

6°  Bain  de  déshydratisation,  etc.,  comme 

pour  Pal. 

XXIX.  Méthode  de  Str'obe  (57). 

Pour  remédier  aux  résultats,  parfois  incom- 
plets, obtenus  au  moyen  des  méthodes  usuelles 
de  coloration  dans  les  cas  de  dégénéres- 
cence où  les  cylindraxes  des  faisceaux  dégé- 
nérés' ne  sont  qu'imparfaitement  colores, 
l'auteur  préconise  le  procédé  suivant  {Neuro- 
lonisches  Centralblatl,  n»  7,  avril  1893)  : 

Les  pièces  sont  durcies  dans  le  liquide  d( 
Millier.  Durcissement  complémentaire  dan. 
l'alcool.  Enrobement  à  la  cclloïdine. 

1°  La  coupe  faite  passe  pendant  1/2-1  heur 
dans  un  bain  d'une  solution  aqueuse  d'aniline 
bleu. 

2°  Lavaco  rapide  dans  de  l'eau  distillée. 
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de  il  coupe  d^tl"',?"!  "'«^P^i  - 
^,Po„r  prépareréel  alcool  "'^'"'"i'^é- 
d'"ne  solution  de  pots  °  '  «""""^ 
I  alcool  absolu  à  1  0/0   i?„  <^'""*"'ï"o  dans  de 

<!e  ba,„,  , a  couleur  de  la  "'?,„.  ^""^"X- 
au  brun.  la  coupe  passe  du  bleu 

pol'c^rr<'ïïtr"'"^»^'-»'f'-i'"e. 

f '"lion  conc  nC  fX,      ^'•""e  d'une 

franine  avec  un  volume  T'"'" 

de  ce  bain  coloranf.T/2  1^?"""'"  ""^^ 

*iasaStf:;r'''=''^<'°''(^-»"--"hode 

en'bTeu^^v-^'^i'n^yr^fr"'  ^""'^  ^'-^^ 
tance  névrigli  uT  ye^'clTir-î 
degénérées  sont  colorées  en  K  '  f 
gaines  de  myéline  en  hL  !  les 
assure  que  les  nn^      f         P*'"'  '''auteur 
bien.    ^  Preparat.ons   se  conservent 

XXX.  J/eMorfe  rfe  Uallonj  (89). 


si-^p^MaTortiorruXa 

-n.s„évrogli,uesetts^^c'elts';S,::^d:': 
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les  ramifications  ultimes  de  leurs  prolonge- 
ments. 

L'auteur  emploie  une  combinaison  d'acide 
molybdique  de  phosphore  et  d'hématoxyline  : 

Molybdate  de  phosphore  à 

10  0/0   le.  cube. 

Hémaloxyline   1  gf- 

Eau  distillée   100  — 

Hydrate  de  chloral   6-10  — 

Cette  solution  doit  mûrir  au  soleil  pendant 
8  jours;  la  filtrer  avant  que  de  s'en  servir. 

La  coupe  est  suffisamment  colorée  après 
10-60  minutes  d'immersion  dans  le  liquide. 
Pour  le  bain  décolorant,  on  se  sert  d'alcool  à 
50  0/0.  Durée  du  bain:  1/2-1  heure. 

Traiter  subséquemment  et  monter  comme 
pour  les  autres  méthodes.  Merkel  (33)  s'était 
déjà  servi  d'un  mélange  de  1  partie  de  solution 
concentrée  de  molybdate  d'ammoniaque  et 
1-5  parties  d'eau,  à  laquelle  il  ajoutait  une 
pincée  de  limaille  de  fer.  Des  coupes  des 
centres  nerveux  se  colorent  dans  le  liquide  en 
^i-i^  minutes  (Gierke)  (60). 

B.  —  PSEUDO-IMPIŒGNATIONS  MÉTALLIQUES 
AVEC  COLORATION. 

XXXI.  iMélhode  à  To?-,  selon  Cohnheim  (4,  32,  48). 

Les  pièces  doivent  durcir  dans  une  solution 
de  bichromate  de  potasse.  Elles  sont  traitées 
subséquemment  comme  pour  la  méthode  au 
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•  carmin  On  peut  coup(î,-  au  microtome  à  ^rli. 
^oir  ou  dans  celui  de  Gudden  ^ 
J^^L^  coupe  faite  passe  dans  de  l'eau  dis- 

<  orj  a  1/2  0/0,  qui  ne  sera  pas  acidifié  La 
I  uree  de  ce  bain  est  de  3/4  d'heure  ;  il  doit  te 
<lonner  dans  une  chambre  noire.  Employé  les 
pre^^^^^^^^ 

3»  Lavage  à  l'eau  distillée  très  faiblement 
ac.d.fiee  avec  de  l'acide  acétique.  Cet  acte  e 
passe  également  dans  la  chambre  noh^  ou 
dans  un  local  peu  éclairé.  Pour  donner  le  bain 

lT\    ,  .^™P'^y«''         soucoupe  blanche, 
i  Cela  fait  on  expose  rapidement  le  tout  à 
iactmn  de  la  lumière  solaire  (en  plein  soleilt 
ou,  a  défaut,  à  celle  d'une  vivo  lumière  blanche 
(neige  nuages  blancs),  de  façon  à  obtenir  une 
réduction  rapide  et  énergique.  La  réduction 
opérée,  laisser  la   coupe  exposée  pendant 
i8  heures  encore  à  l'action  de  la  lumière 
5"  Lavage  à  l'eau  distillée. 
C"  Bain  d'alcool. 
7"  Essence  de  girofie. 
8»  Monter  au  baume  de  Canada. 
Conserver   les  préparations  à  l'abri  de  la 
lumière. 


XXXII.  iVélhode  à  l'or,  selon  Gerlach  (oO). 
Durcir  une  moelle  pendant  15-20  jours  dans 
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une  solulion  de  bichromate  d'ammoniaque  à 
-l-2>  0/0. 

1"  La  coupe  faite  séjourne  pendant  10-1  "2 
heures,  et  ce,  jusqu'à  coloration  légèrement 
violette,  dans  une  solution  de  chlorure  double 
d'or  et  de  potassium  à  1  pour  10,000,  addi- 
tionnée d'une  trace  d'acide  chlorhydrique. 

2"  On  sort  la  coupe  de  ce  bain  et  on  la  lave 
dans  de  l'eau  distillée,  additionnée  d'acide  chlor- 
hydrique (1  pour  2-3,000). 

3"  De  là,  elle  passe  pour  10  minutes  dans  le 
mélange  suivant  : 

Acide  chlorhydrique   1  partie. 

Alcool  .1  60  degrés   1,000  parties. 

■4°  Lavage  à  l'alcool  absolu. 
5°  Essence  de  girofle. 
6°  Baume  de  Canada. 

Le  durcissement  dans  le  bichromate  d'am- 
moniaque doit  être  aussi  prompt  que  possible. 
Après  la  première  semaine,  en  général,  la  sus- 
ceptibilité des  éléments  pour  la  coloration 
commence  à  diminuer;  à  partir  du  12°-15'=  jour 
quelquefois  elle  est  déjà  nulle  ou  à  peu  près. 

Le- tissus  ne  doivent  pas  être  mis  en  conluct 
avec  de  l'alcool  avant  le  bain  aurique  ;  pour 
mouiller  éventuellement  la  lame  du  microtome 
il  faudra  donc  employer  un  autre  liquide  qu'un 
mélange  alcoolique  (eau  distillée). 

Il  faut  toujours  employer  peu  de  solution 
aurique  pour  un  bain.  La  durée  de  ce  bain 
sera  de  12  heures  en  général.  Les  préparations 
à  l'or  suivant  Gerlach   sont  incomparable- 
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ment  belles  au  point  de  vue  de  la  démonstra- 
tion des  fibrilles  nerveuses  les  plus  fines. 
^chie/rerdecker  (49)  recommande  le  chlorure 
d  or  pour  l'étude  des  réseaux  des  fibres  ner- 
veuses de  coupes  transversales.  Il  fait  bai-ner 
la  coupe  dans  un  bain  de  chlorure  d'or  à  1 
pour  500  ou  1  pour  10000,  suivant  les  cas, 
pendant  1-3  heures.  Laver  ensuite  à  l'eau  aci- 
difiée a  1  acide  acétique  à  1/2-1  0/0.  Lavage  à 
1  alcool,  etc.  Monter  au  baume. 


XXXin.  Méthode  à  l'or,  de  Freud  (51). 

Les  pièces  peuvent  durcir  dans  le  liquide  de 
Muller  ou  dans  une  solution  simple  de  bichro- 
mate de  potasse.  Au  sortir  du  liquide  durcis- 
sant, elles  seront  lavées  superficiellement.  Ou 
coupe. 

1°  La  coupe  faite  est  lavée  à  l'eau  distillée. 
2°  Elle  passe  dans  la  solution  suivante  : 

Solutiou  do  chlorure  d'or 

à  10  0/0  

Alcool  à  93  0/0  ' 

M. 

Elle  séjourne  dans  ce  bain  pendant  4-6 
heures. 

3»  Lavage  à  fond  dans  de  l'eau  distillée. 

4'  On  sort  la  coupe  au  moyen  d'une  spalule 
en  platine,  ou  sur  un  morceau  de  papier  à  fil- 
trer blanc  (Josèphe),  et  on  la  plonge  dans  le 
mélange  qui  suit  et  qu'on  aura  préparé  peu  de 
temps  auparavant  : 


Parllcs  égales. 
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Potasse  caustique   1  partie. 

Eau  distillée   6  parties. 

M. 

La  coupe  ne  resle  immergée  dans  ce  bain 
que  pendant  2-3  minutes  seulement.  ^ 

.0°  Lavage  soigneux  dans  de  Leau  distillée. 
6°  On  transporte  la  coupe,  en  se  servant  tou- 
jours d'une  spatule  en  platine  (bien  essuyée  !), 
dans  une  quantité  suffisante  d'une  solution 
d'iodure  de  potassium  à  100/0.  Au  bout  de  5-10 
minutes,  la  coupe  a  pris  la  couleur  voulue. 
1"  Lavage  à  l'eau  distillée. 
8°  Bain  d'alcool. 
9°  Essence  de  girofle. 
10°  Baume  de  Canada.  Couvre-objet. 
Pour  éviter  un  ratatinement  de  la  coupe,  il 
est  prudent  de  l'étendre  sur  un  porte-objet 
dans  le  bain  d'iodure  et  de  la  sécher  un  peu 
avec  un  morceau  de  papier  Josèphe  au  moment 
où  on  la  sort  de  ce  bain. 

Les  préparations  obtenues  par  cette  méthode 
se  présentent  bien  et  supportent  l'examen  au 
grossissement  moyen.  Les  fibres  sont  colorées 
en  bleu  foncé,  en  rouge  foncé  ou  môme  en 
noir,  suivant  la  nature  de  la  pièce.  Cette  mé- 
thode ne  réussit  cependant  pas  toujours  ;  les 
images  qu'elle  fournit  sont  souvent  diffuses.  II 
importe  de  ne  jamais  toucher  la  coupe  en  trai- 
tement avec  un  instrument  métallique  autre 
que  la  spatule  en  platine. 

Toutes  les  fois  qu'on  emploiera  une  méthode 
de  coloration  à  l'or,  il  faudra  se  rappeler  qu'il 
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vaut  mieux  employer  des  solutions  faibles  et 

eTh  coln'f  '''''' vouloi;  a  t  - 
vei  la  coloration  par  l'emploi  d'une  solution 
lorte  avec  une  durée  d'immersion  plus  coûlr 
en  outre,  que  les  solutions  doivent  être  toul 
jours  fraîches;  que,  pour  l'acidification,  c'est  à 
1  acide  chloi^drique  qu'on  donnera  k  préfé- 
rence ;  et  enfin  que  c'est  sur  des  pièces  fraîches 

auiique  prend  le  mieux. 

XXXIV.  Méthodes  (rUpson;  à  l'or  (52). 

.i.i  /'^^^'^«'it  dans  une  solution 

simple  de  bichromate  de  potasse,  d'abord  à 
10/0,  ensuite  a  2  et  à  2  1/2  0/0.  Le  liquide  de 
Mu  1er  ne  convient  pas.  La  solution  durcissante 
doit  être  très  fréquemment  renouvelée  •  les 
récipients  seront  placés  en  un  lieu  sombre 
Les  pièces  trop  dures  ne  peuvent  pas  convenir 
pour  ces  méthodes.  Le  durcissement  obtenu 
aver  la  pièce  rapidement  à  l'eau  distillée  et 
immerger  dans  de  l'alcool  à  50  0/0.  Chan-er 
le  liquide  lorsque  les  précipités  sont  tron 
abondants. 

Après  2-3  jours,  la  pièce  passe  dans  de 
1  alcool  à  95  0/0  e(f  on  l'y  laisse  jusqu'à  ce 
qu'elle  ait  pris  une  coloration  verte  ou  ver- 
dàtre  caractéristique,  ce  qui  s'obtient,  en 
général,  après  2-3  semaines;  il  faut  parfois 
plus  longtemps.  L'alcool  se  souille  vile  et  doit 
êti-e  renouvelé  de  temps  en  temps. 

Lorsque  la  pièce  a  la  couleur  voulue,  il  faul 
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la  couper  le  plus  tùt  possible;  pour  cela  on  la 
fixe  sur  un  bouchon  au  moyen  de  quelques 
^oultes  de  cclloïdine  B;,sans  enrobement 
complet.  Couper  au  microtome  à  ghssoir.  Les 
coupes  peuvent  être  conservées  pendant  quel- 
ques jours  daus  de  l'alcool  à  80  0/0;  mais  le 
mieux  sera  de  les  traiter  de  suite.  Au  fur  et  a 
mesure  de  leur  fabrication,  on  les  recuedle 
dans  de  l'alcool  à  80  0/0.  Upson  a  institué 
pour  le  traitement  subséquent  deux  méthodes  : 
Méthode  T.  —  'l°La  coupe  faite  et  recueillie 
dans  l'alcool  à  80  0/0  passe  directement  dans 
le  bain  suivant  : 

Chlorure  d'or 
Eau  distillée. 

auquel  on  ajoute  (en  volume)  2  0/0  d'acide 
chlorhydrique.  Durée  du  bain  :  1-2  heures,  ce 
(jui  dépend  de  la  nature  de  la  pièce,  de  l'épais- 
seur des  coupes  (elles  doivent  être  très  égales 
et  très  minces)  et  de  l'âge  de  la  solution.  Durée 
moyenne  :  2  heures. 

2°  Laver  superficiellement  à  Teau  distillée. 

3"  La  coupe  passe  dans  le  liquide  suivant: 

Solutiou  de  potasse  caustique 
i\  Kl  l);0   0  c.  cubes. 

Ajouter  :  /e/vi-cyanure  (et  non  pas  ferro-cyà- 
nure)  de  potassium,  une  trace,  c'est-à-dire 
gros  comme  une  tête  d'épingle  en  général. 

Cette  solution  doit  être  préparée  à  frais  pour 
chaque  nouvelle  fois.  Le  ferri-cyanure  doit 
être  tout  à  fait  dissous.  Agiter  le  liquide.  Laver 


1  gr. 

100  — 
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VOS  doigts.  Durée  du    bain  :    1/2  minute. 

4  Laver  à  fond  dans  de  l'eau  distillée. 

5°  Bain  dans  une  quantité  suffisante  de  solu- 
tion de  potasse  caustique  à  10  0/0.  Durée  du 
bain  :  1/2  minute.  Ce  bain  a  pour  tâche  d'éli- 
miner le  ferri-cyanure,  dont  la  présence  occa- 
sionnerait plus  tard  un  précipité  bleu. 

6"  Laver  à  fond  dans  l'eau  distillée.  Pendant 
ce  bain,  on  prépare  le  liquide  de  réduction  n"  I  : 

Solution  d'acide  sulfureux.  5  c  cubes 
Teinture  d'iode  à  3  0/0....    10-15  gouttes'. 

M. 

Ce  mélange  doit  se  faire  dans  un  tube 
gradué. 


7°  Dès  que  le  mélange  est  obtenu,  on  sort  la 
coupe  en  la  péchant  soit  avec  un  morceau  de 
pnpier  Josèphe,  soit  avec  la  spatule  en  platine, 
et  on  la  dépose  telle  quelle  sur  une  cupule! 
Cela  fait,  on  reprend  le  mélange  de  réduction  I 
et  on  y  ajoute  une  goutte  d'une  solution  de 
perchlorure  de  fer  (du  Codex  allemand)  et  l'on 
agite.  A  ce  moment,  on  arrose  la  coupe  avec 
une  quantité  suffisante  de  liquide,  de  façon  à 
la  couvrir  complètement,  mais  en  empêchant 
que  la  coupe  nage,  car,  dans  ce  cas,  on  ne  la 
saisirait,  plus  tard,  plus  assez  rapidement  ;  la 
coupe  rougit  presque  instantanément.  On  se 
hâte  de  verser  le  liquide  et  de  plonger  la 
cupule  et  la  coupe  dans  un  récipient  plus 
grand,  contenant  de  l'eau  distillée. 

8°  Lavage  rapide  à  l'eau,  dans  laquelle  la 
coloration  rouge  s'accentue  encore;  puis,  vive- 
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n.ent,  après  avoir  placé  la  coupe  sur  un  porte- 
nt ^Le'baiTdrdéshydratisation  d'une  durée 

moyenne  de  5-10  minutes. 
10°  Essence  de  girofle. 

nu'on  constate  celle-ci,  sortir  la  pièce  et  la 
iZler  éL  l'eau,  où  elle  rougit  plus  energi- 

^Z^eutse  passer  du  bain  au  ferri-cyanure 
et  le  Remplacer  simplement  par  1^  ^anw 
solution  de  potasse  caustique  a  10  0/0.  Duiée 
du  bain  :  également  1/2  minute. 
mZde  IL  -  Préparer  à  l'avance  les  solu- 

'°So\"- Ajouter  à  une  certaine  quantité 
de  tein turTd'iode  à  3  0/0  autant  de  chlorure 
de  ^c  qu'il  en  faut  pour  colorer  le  liquide  en 
aune  o'u  jaune-blanc.  Cette  solution  se  con- 
serve bien.  C'est  la  solution  de  zinc 

Solution  B.  -  Préparer  une  -lution  sat^ee 
de  phosphate  de  fer  dans  de  1  eau  distillée 
i^rrum  phosphoricum).  C'est  la  solution  de 

'^lo  La  coupe  faite  passe  dans  le  liquide 
suivant  : 

Solutioudcch1orurcd'oràlO|0.   5  c.  cubes. 
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C'tinc  solnlioa  saturée  de  va- 
«adate  dainmuuii.cmn  in 
■  Acido  chlorhydriquc  gouttes. 

M.  »  ~ 

Durée  de  ce  hain  :  2  heures. 
l  J^aver  à  l'eau  distillée. 

La  coupe  passe  ensuite  dan.,  u  r 
suivant,  pourl/2-1  minute 

Solution  de  potasse  causucuo 

Solution  de  vauadated'am:  ' 
moniaque...  „ 

Solution   de  permaug^aato 
de  potasse  à  10  0/0   10  gouttes. 

4'^S.^d:^^;^f"^^-.p-d-^g-ia 

i^^^r'"^ ••  i^-'^es. 
Solution  de  fer  (h) ^l"' 
^_  Solution  d'acidJsi,,^--  'if^^^ 

Au  moment  où  l'on  ajoute  l'acide  sulfureuv 

c4t  T"V-"  TT""'  ^'^^^^^^^  concentré 
c  est  a  cet  instant  précis  que  la  coupe  doi 

être  plongée  dans  le  liquide  réductif.  Prendre 

les  mêmes  précautions  que  pour  la  méthode  I 

s'acceS)!  '  '       ^'^""^^  ^^'^  -'--t- 
6°  Bain  d'alcool  absolu 
7°  Essence  de  girofle;  et  8- Canada,  etc. 
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On  peut  remplacer  le  vanadate  d'ammo- 
n.aquc  par  une  quantité  correspondante  d  ac.do 
cMorh>)drique,le  phosphate  de  fer  pax'  1  e  m U-a 
de  fer  Suivre  les  prescriptions  de  la  méthode, 
à  la  lettre;  avoir  les  solutions  à  portée  de  la 
ml  :   es  solutions  seront  préparées  dans 
VoZe  que  nous  indiquons.  Ces  méthodes 
paraissent,à  première  vue,un  peu  compliquées; 
c;pendant  avec  un  peu  d'habitude,  elles  ne 
donnent  pas  plus  de  peine  que  d  autres  qu. 
passent  pour  simples.  Il  est  souvent  possible 
de  iugerdéjà  macroscopiquement  si  une  pièce 
se  prête  à  ces  méthodes.  Si  sur  une  coupe  faite 
au  rasoir,  la  substance  grise  est  grisâtre,  blan- 
châtre, et  la  substance  blanche  foncée,  comme 
noire,  la  pièce  ne  donnera  pas  de  bons  résul- 
tats: c'est  dire  que  la  différence  de  couleur 
entre  la  substance  blanche  et  la  substance  grise 
ne  doit  être  que  très  peu  marquée.  Il  est  bon 
de  débuter  par  la  méthode  I.  Elle  est  plus 
simple:  en  outre,  au  moyen  du  bain  de  potasse 
caustique,  on  peut  constater  la  différence  de 
coloration  dont  nous  parlons  entre  les  subs- 
tances grise  et  blanche.  Ces  méthodes  appli- 
quées exactement  fournissent  des  résultats 
surprenants.  Les  préparations  faites  par  l'au- 
teur, que  nous  avons  eues  sous  les  yeux,  défient 
toute  critique;  ceUes  que  nous  avons  obtenues 
nous-même  sont  fort  belles.  Les  cellules  et 
les  cylindraxes  sont  colorés  en  un  beau  rouge, 
les  gaines  sont  incolores  ;  d'autres  fois,  sui- 
vant la  nature  de  la  pièce  et  sa  teneur  en 
sels  chromiqucs,  les  gaines  seules  le  sont 
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et  les  cellules  sont  moins  ou  pas  colorées. 

XXXV.  Méthode  au  palladium  (30-5). 

Les  pièces  doivent  durcir  dans  le  liquide  de 

1  a  cool  eontact\vec  de 

1  alcool.  La  lame  du  microtome  sera  mouillée 
avec  de  l'eau.  Dans  les  différentes  m^,ipu k 
tions  auxquelles  on  soumet  les  couper  se" 
servir  d  mstruments  non  métalliques  ' 

lo  La  coupe  faite  est  immergée  nendant  ^ 
mmutes  dans  le  mélange  suivanf  :  ^ 

Chlorure  de  palladium..  ,  „ 

j^j/^"  ::::::  2,000- 

La  quantité  de  liquide  employé  ne  peut  pas 
servir  une  seconde  fois.  I^^ut  pas, 

Le  flacon  qui  contient  cette  solution  sera 
enveloppé  de  papier  rouge  ou  noir  et  sera  placé 
hermétiquement  bouché,  dans  une  chambre 
noire. 

2°  La  coupe  est  lavée  dans  de  l'eau  distillée 
3°  Elle  passe  dans  une  quantité  suffisante 
du  mélange  suivant  ; 


'6^ 

Chlorure  d'or 


1  gr. 


Eau  distillée  (environ)   g  fitreg 

M. 

Ce  mélange  doit  être  légèrement  acidifié  par 
de  l'acide  chlorhydrique. 

4°  La  soucoupe  blanche  qui  contiendra  ce 
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bain  est  exposée,  pendant  environ  24  heures 
en  tout,  à  l'action  de  la  lumière  (intensité 
moyenne),  jusqu'à  ce  que  les  différents  fais- 
ceaux de  fibres  accusent  franchement  une 
coloration  violet  foncé. 

00  Laver  la  coupe  à  fond  dans  plusieurs 
eaux. 

6°  Bain  d'alcool. 

7°  Essence  de  girofle. 

8"  Résine  de  Damar. 

Ces  préparations  ne  supportent  pas  l'examen 
au  grossissement  fort;  elles  donnent  des  ta- 
bleaux d'ensemble  convenables,  mais  à  la  con- 
dition de  les  examiner  au  grossissement  faible 
ou  moyen.  Toutes  les  fibres  ne  sont  pas  tou- 
jours teintes,  ou  également  teintes;  le  plus 
souvent,  les  grosses  seulement  sont  colorées. 
Au  lieu  d'employer  une  solution  à  1/5000  d'or, 
on  peut  se  servir  d'une  solution  à  1/2-1  0/0; 
dansce  cas,  il  faut  exposer  à  la  lumière  (pas  au 
soleil!)  moins  longtemps. 

Schieff'erdecker  (49)  colore  les  coupes  longi- 
tudinales de  la  moelle  dans  une  solution  de 
palladium  à  1  pour  10000.  Bain  de  3-5  heures 
de  durée, jusqu'à  coloration  en  bleu  clair.  Pour 
les  coupes  transversales,  employer  le  chlorure 
d'or. 
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CHAPITRE  VIII 


Imprégnations  métalliques. 

(l'RÉCIPITÉS  NON  COLORÉSJ 


(/P  groupe.) 

A.  —  Méthodes  fondamentales  de  Golgi. 

XXXVI.  Méthode  au  nitrate  cVargent 
de  Golgi  (61). 

Dcans  son  excellent  traité,  d'histologie  et  de 
technique  microscopique,  Sidhr  préconise, 
comme  celui  donnant  les  meilleurs  résultats' 
le  procédé  suivant  ; 

Les  morceaux  du  S.  N.  C.  destinés  à  être 
traités  doivent  être  enlevés  du  cadavre  dans 
un  état  de  fraîcheur  le  plus  complet  possible. 
Les  morceaux  de  la  moelle  épinière,  comme 
ceux  de  la  substance  cérébrale,  du  cervelet  ou 
de  la  moelle  allongée,  ne  doivent,  en  général, 
ne  pas  avoir  plus  de  2-3  centimètres  de  côté. 
Il  est  essentiel  d'employer  les  plus  grands 
soins  de  propreté  dans  le  cours  des  manipula- 
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lions  préliminaires,  el  de  ne  toucher  les  mor- 
ceaux que  très  délicatement  et  sans  les  serrer. 

On  plongera  les  morceaux  aussi  rapidement 
que  possible  dans  une  large  quantité  de  liquide 
de  Millier,  qu'on  renouvellera  fréquemment, 
dans  la  suite.  Six  semaines  environ  suffisent 
pour  les  durcir.  A  ce  moment-là,  on  peut  les 
traiter. 

Préparer  alors  les  solutions  suivantes  : 

Sohdion  a  ; 

Solution  de  nitrate  d'arpent 

V/";, •••    \   ââ  2;jc.  cubes. 
Eau  distillée   ) 

M. 


Soluliun  b  : 

Solution  de  nilrate  d'argent  à 

1  0/0   fin  c.  cubes. 

Eau  di.'îlillée   20  — 


Le  morceau  qu'on  a  l'intention  de  traiter  est 
sorti  du  liquide  de  Millier  et,  sans  lavage  préa- 
lable à  l'eau,  on  le  place  sur  une  cupule  en 
verre.  On  l'arrose  avec  le  tiers  à  peu  près  de  la 
.solution  a.  Il  se  forme  immédiatement  d'abon- 
dants précipités  bruns  ou  rouge-brun.  Le 
liquide  qui  vient  d'être  souillé  est  jeté.  On 
verse  sur  le  morceau  le  second  tiers  de  la  solu- 
tion a.  Les  précipités  sont  moins  abondants 
que  la  première  fois  ;  on  jette  également  cette 
seconde  portion  du  liijuide,  juiis  on  verse  le 
troisième  tiers  de  la  solution  a  de  la  même 
façon;  an  bon,  d'un  instant,  on  le  jette  éga- 
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lement.  La  cupule  ne  conlicnl  plus  que  lenior- 
ceau;  celui-ci  est  reluisant  alors  et  tout 
couvert  d'une  quantité  de  petites  paillettes 
(des  précipités)  métalliques. 

On  sort  délicatement  le  morceau    en  le 
tenant  entre  deux  petits  morceaux  de  papier 
Josèphe  et  on  le  place  dans  une  autre  auge  ou 
ciipule  très  propre,  au  fond  de  laquelle  on  aura 
déposé  une  petite  couche  de  papier  à  filtrer 
blanc,  le  morceau  sur  le  papier.  Cela  fait,  on 
arrose  le  tout  avec  la  solution  6,  de  façon  à  ce 
que  le  morceau  soit  abondamment  recouvert 
de  liquide.  II  séjournera  dans  ce  bain  jusqu'à 
nouvel  ordre.  Les  morceaux  peuvent  rester  des 
mois  entiers  dans  cette  solution,  sans  danger 
aucun  pour  la  suite  de  la  procédure.  A  partir 
de  ce  moment,  le  morceau  peut  être  coupé. 

Dans  la  règle,  les  morceaux  se  font  au  rasoir, 
qu'on  mouille  avec  de  l'eau  distillée  ;  on  fera 
les  coupes  en  coupant  perpendiculairement  à 
la  surface  du  morceau,  et  çon  pas  horizonta- 
lement, c'est-à-dire  parallèlement  à  la  surface, 
et  comme  si  on  voulait  tailler  le  morceau  à  la 
façon  d'un  crayon.  On  peut  aussi  fixer  le  mor- 
ceau avec  quelques  gouttes  de  celloïdine  B 
sur  un  bouchon  et  couper  au  microtome. 

La  première  coupe  est  tout  à  fait  opaque, 
fortement  colorée  en  rouge-brun  ;  on  ne  peut 
pas  l'utiliser,  il  faut  la  jeter.  Les  coupes  sui- 
vantes sont  meilleures,  mais  il  faut  parfois  en 
sacrifier  quelques-unes  avant  d'arriver  à  en 
avoir  de  convenables. 

1°  Un  certain  nombre  de  coupes  obtenu,  on 
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les  plcace  de  suile  sur  un  porte-objet.  On  enlève 
l'eau  qui  les  baigne  encore,  en  l'aspirant  avec 
un  morceau  de  papier  Josèphe  et  on  recouvre 
chacune  des  coupes  d'une  goutte  de  glycérine. 
Pas  de  couvre-objet.  On  examine  la  prépa- 
ration à  nn  grossissement  faible  ou  moyen. 
On  découvre  alors,  à  coté  de  nombreux  préci- 
pités noirs,  qui  sont  surtout  abondants  à  la 
périphérie  et  qui  ne  se  laissent  pas  éviter,  les 
cellules  avec  leurs  prolongements.  Toutes  les 
cellules  ne  sont  pas  visibles;  quelques-unes 
seulement  d'entre  elles  sont  imprégnées  de  par- 
ticules métalliques.  Les  coupes  qui  suivront, 
celles  qui  seront  prises  plus  avant  dans  le 
morceau   ne  montrent  que  de  rares  cellules 
et,  finalement,  n'en  montrent  plus  du  tout. 
Parmi  les  coupes  ainsi  placées  sur  le  porte- 
objet  et  examinées  à  la  glycérine,  on  choisit 
les  mieux  réussies  et  on  les  fait  passer  telles 
quelles  dans  un  bain  d'eau  distillée. 

2°  On  les  y  lave  soigneusement  pendant  1-2-5 
minutes. 

3°  De  là,  on  les  transporte  dans  le  bain 
d'alcool  absolu. 

4°  Gela  fait,  on  les  plonge  pour  2-5-8  minutes 
dans  la  créosote  pure  (3  c.  cubes  environ  dans 
une  auge  à  oiseaux),  en  veillant  à  ce  que  les 
coupes  qui  reviennent  très  facilement  à  la 
surface  du  liquide  avant  d'être  complètement 
lubréfiées  par  la  créosote,  restent  immergées 
dans  le  liquide.  Elles  ne  doivent  pas  y  flotter. 

5°  Après  ce  bain,  on  plonge  la  coupe  dans 
une  quantité  suffisaiitc  de  térébenthine  (5  c. 

14. 
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o  10  minules.  L  immersion  complète  s'y  fait 

mieux  que  dans  la  créosote. 
J°â  0"  place  la  ou  les  coupes 

bui  le  porte-objet,  on  essuie  soigneusement  le 
verre  e  on  recouvre  chacune  des  coupes  d'une 
goutte  de  Damar.  Pas  de  couvre-objet 

On  placera  les  préparations  très  à  plat  dans 
un  endroit  sec,  plutôt  frais,  à  l'abri  de  la 
lumière.  Tant  que  la  couche  de  Damar  ne 
sera  pas  complètement  sèche,  on  ne  peut  exa- 

""'"^'^  !l  P?''^P^''^^^0"   qu'au  grossissement 
moyen  (80  fois,  par  exemple)  ;  en  employant  un 
objectif  puissant,  on  cour  t  le  danger  d'engluer 
le  verre  au  contact  du  Damar  ;  l'objectif  est 
alors  malaisé  à  nettoyer  et,  comme  pour  dis- 
soudre le  Damar  il  faut  employer  du  chloro- 
forme ou  de  l'alcool  absolu,  on  court  le  risque 
de  déluterles  lentilles  de  l'objectif.  Lorsque  la 
couche  de  Damar  est  sèche,  qu'elle  ne  colle 
plus  au  doigt,  on  peut  examiner  la  préparation 
au  grossissement  puissant  (250-300  fois). 

Un  assistant  du  professeur  Go/gi  nous  a 
indiqué  le  procédé  suivi  dans  le  laboratoire  de 
ce  savant;  c'est,  depuis  lors,  aussi  à  cette  mé- 
thode que  nous  nous  tenons.  Pour  éviter  des 
répétitions,  nous  nous  bornons  à  un  exposé 
succinct  dij  traitement,  qui  est  plus  expéditif 
que  celui  proposé  par  Stohr,  mais  dont  les 
résultats,  au  point  de  vue  de  la  conservation 
des  coupes,  lui  sont  inférieurs.  Le  procédé  de 
Stohr  est  plus  exact,  plus  méthodique  ;  tout  y 
est  minutieusement  pesé  et  mesuré,  et  son 
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principal  mérilc  <^'d,  à  notre  sens,  eu  ceci  :  que, 
par  l'acte  de  l'examen  à  la  glycérine,  on  peut 
constater  de  suite  si  les  coupes  à  traiter  ulté- 
rieurement présentent  des  cellules  imprégnées 
en  suffisante  quantité  et  d'une  façon  satis- 
faisante, ou  non  ;  dans  ce  dernier  cas,  on  passe 
il  d'autres  coupes  ou  à  d'autres  morceaux, 
sans  perdre  de  temps,  de  la  peine  et  des  in- 
grédients au  traitement  subséquent  de  coupes 
n'offrant  pas  d'intérêt  spécial.  Toutefois,  les 
éléments  histologiques  sont,  dans  cet  état 
d'imprégnation  métallique,  si  délicats,  si  fra- 
giles, que,  moins  on  aura  de  manipulations  à 
leur  faire  subir,  mieux  cela  sera  pour  leur 
intégrité  future. 

Les  pièces  à  durcir  doivent  être  aussi  fraî- 
ches que  possible;  elles  seront  durcies  dans  le 
liquide  de  Millier.  Changer  le  liquide  une  fois 
au  moins  chaque  semaine,  et  en  tous  cas 
toutes  les  fois  que  l'on  constate  du  trouble  ou 
un  début  de  moisissures.  Le  récipient  qui  les 
contient  doit  être  couvert  et  placé  dans  un 
endroit  complètement  à  l'abri  de  la  lumière. 
On  distinguera  pour  le  traitement  subséquent 
les  morceaux  plus  petits  qui  auront  environ 
1  centimètre  de  côlé  et  les  morceaux  plus  gros. 
Le  durcissement  varie,  suivant  la  grosseur  des 
pièces,  de  1 1/2-2-3  mois.  Le  récipient  doit  être 
bien  fermé.  Le  durcissement  obtenu,  on  sort 
les  pièces  à  traiter  et  on  les  plonge  telles  quelles 
dans  une  abondante  quantité  d'une  solution 
de  nitrate  d'argent  à  1  0/0. 

Au  bout  de  2i  heures  ou  moins,  suivant 
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l'intensité  des  précipités  qui  se  forment,  on 
jette  cette  première  quantité  et  on  la  remplace 
par  son  équivalent  en  volume  d'une  solution 
de  nitrate  d'argent  à  1  d/2  0/0.  Les  petites 
pièces  (1  centimètre  de  côté)  y  séjourneront 
1-2-3  jours;  les  morceaux  un  peu  plus  gros, 
quelques  jours  de  plus  ;  les  morceaux  plus  gros 
encore,  10-15-20  jours.  Les  bains  de  nitrate 
doivent  être  préparés  et  donnés  dans  un 
endroit  sec  et  à  l'abri  de  la  lumière;  les  réci- 
pients seront  placés  dans  un  meuble  fermant 
hermétiquement. 

Après  ce  bain,  les  morceaux  passent  dans 
de  l'alcool  à  50  0/0,  en  général  pour  24  heures, 
puis  dans  de  l'alcool  toujours  plus  concentré  à 
00,  70,  80,  90  0/0,  ce  qui  s'obtient  en  quelques 
jours,  pour  arriver  à  l'alcool  à  95  0/0,  dans 
lequel  ils  pourront  séjourner  des  mois. 

Quand  on  est  pressé  de  couper,  ces  dilfé- 
rentes  stations  dans  de  l'alcool  progressive- 
ment renforcé  peuvent  être  réduites  à  quel- 
ques heures,  de  façon  à  arriver  à  l'alcool  à 
95  0/0  au  bout  de  24  heures.  Ce  n'est  alors 
cependant  qu'un  expédient;  les  bains  succes- 
sifs doivent  se  donner  également  dans  un 
endroit  clos  et  à  l'abri  de  la  lumière,  les  réci- 
pients toujours  couverts.  On  coupe  alors  au 
microtome  ou  au  rasoir,  en  fixant  la  petite 
pièce  entre  deux  morceaux  de  moelle  de  sureau 
ou  de  papier  Josèphe,  ou  sur  un  bouchon  au 
moyen  de  celloïdine  B.  Mais,  dans  ce  dernier 
cas,  il  faudra  conserver  le  petit  bloc  dans  de 
l'alcool  à  85-90  0/0.  Pas  d'enrobement  propre- 
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ment  dit.  Mouiller  la  lame  de  l'instrument  avec 
de  l'alcool  à  80-90  0/0. 

1°  Les  coupes  seront  transportées,  au  lur  et 
à  mesure  de  leur  fabrication,  dans  de  l'alcool 

de  même  force. 
2°  La  coupe  est  plongée  pour  3-5  mmutes 

dans  de  la  créosote. 

3°  Puis  pour  5-10  minutes  dans  de  la  téré- 
benthine. 

4°  La  placer  sur  un  porte  ou  couvre-objet. 
Essuyer  soigneusement. 

D'  Couvrir  chaque  coupe  d'une  goutte  de 
Damar.  Pas  de  lamelle  couvre-objet. 

Pour  transporter  les  coupes  d'un  bain  dans 
l'autre  se  servir  d'une  spatule  en  platine,  ou  do 
Tmes  pincettes,  ou  d'un  morceau  de  papier 
Josèphe.  Comme  les  coupes  sont  en  général 
petites  ou  très  petites,  et  que  la  manipulation 
avec  un  porte-objet  est  parfois  malaisée,  on 
remplace  le  plus  souvent  ce  dernier  par  un 
couvre-objet  ou  une  lamelle  sur  lesquels  on 
place  la  ou  les  coupes.  La  préparation  est-elle 
sèche,  on  fixe  ce  couvre-objet,  mais  renversé 
(les  coupes  en  bas),  sur  un  porte-objet  en  bois, 
d'une  épaisseur  d'un  porte-objet  en  verre  et 
sur  lequel  on  aura  découpé  un  disque  d'envi- 
ron 2-3  centimètres  de  diamètre  ;  le  couvre- 
objet  ou  la  lamelle  reposera  par  ses  angles  sur 
les  bords  de  cet  espace  libre;  on  l'y  fixe  avec 
une  goutte  de  Damar  ou  de  Canada  (le  verre 
en  haut,  les  coupes  en  bas),  de  façon  à  ce  que 
les  coupes  se  trouvent  être  situées  vers  le 
milieu  de  l'espace  libre.  On  a  ainsi  un  porte- 
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objet  facile  à  manier,  et  toute  possibilité  d'en- 
gluer l'objectif  disparaît;  en  outre,  la  poussière 
ne  peut  pas  souiller  les  coupes. 

XXXVII.  Mcihode  au  sublimé  de  Golgi. 

Les  pièces  destinées  à  être  traitées  ainsi 
doivent  avoir  durci  dans  le  liquide  de  Muller 
ou  dans  une  solution  de  bichromate  potassique 
à  2  0/0.  Elles  doivent  être  de  petites  dimen- 
sions, environ  1/2-1-1  1/2  centimètre  de  côté. 
•Le  liquide  durcissant  doit  être  fréquemment 
changé  et  être  employé  en  larges  quantités. 
Lorsque  ces  petits  morceaux  approchent  du 
terme  de  leur  durcissement,  on  peut  porter  le 
titre  de  la  solution  à  2  1/2-3-3  1/2  0/0.  Les 
petits  morceaux  y  séjourneront  20-30  jours, 
les  plus  gros  2-3-4  mois. 

Le    durcissement    obtenu,  les  morceaux 
passent  dans  la  solution  suivante  : 

Sublimé  corrosif    0  gr.  25 

Eau  distillée   100  ^r 

M.  .      •  -       .  . 

Ou  bien  : 

Sulïlimé  corrosif   0  gr.  50. 

Eau  distillée    100  gr 

M. 

C'est  affaire  de  tâtonnement  et  dépend  le 
plus  souvent  de  la  nature  de  la  pièce.  Il  faut 
changer  la  solution  aussi  longtemps  qu'elle  se 
colore  en  jaune. 
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C'est  à  la  fin  de  cette  période  qu'on  pourra 
le  mieux  employer  la  solution  à  50  0/U.  Après 
0-8-lU  jours  de  ce  ba,in,  suivant  le  volume  des 
morceaux  et  leur  degré  d'imprégnation,  ce 
dont  on  pourra  s'assurer  au  moyen  de  coupes 
d'essai  faites  au  rasoir  (les  petits  morceaux 
sont  quelquefois  prêts  à  être  coupés  4-5  jours 
après  leur  immersion  dans  ce  bain),  on  pourra 
couper  définitivement.   La  réaction  la  plus 
énergique  a  lieu  d'ordinaire  après  10  jours.  En 
général,  l'imprégnation  se  fait  d'autant  mieux 
que  les  pièces  séjourneront  plus  longtemps 
dans  ce  bain  ;  si  l'on  n'est  pas  pressé  de  couper, 
on  peut  les  y  laisser  presque  indéfiniment.  A  la 
fin  de  cette  imprégnation,  les  pièces  ont  à  peu 
près  l'aspect  de  la  substance  cérébrale  à  l'état 
frais.  Pour  être  coupés,  les  morceaux  sont 
traités  comme  ceux  préparés  au  nitrate  d'ar- 
gent. Il  n'est  pas  nécessaire  de  faire  des  coupes 
très  minces. 

1°  Les  coupes  faites  doivent  être  soigneuse- 
ment et  très  abondamment  lavées  dans  de 
l'eau  distillée  ;  2°,  3°,  etc.,  exactement  comme  il 
est  dit  plus  haut. 

Au  grossissement  moyen,  on  aperçoit  un 
certain  nombre  de  cellules  nerveuses  et  névro- 
gliques  qui  apparaissent  fortement  colorées  en 
noir.  Les  prolongements  avec  leurs  ramifica- 
tions sont  très  nets  et  se  détachent  d'une 
manière  agréable  pour  l'œil  du  fond  de  la 
préparation. 

Ce  n'est  pas  le  lieu  de  relever  le  mérite  si 
considérable  des  méthodes  de  Golgi,  en  cher- 
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chant  à  éniimérer  les  immenses  services  ren- 
dus ainsi  à  la  science  par  ce  savant.  Tout  le 
monde  sait  que  c'est  grâce  à  ses  métiiodes 
que  nous  sommes  arrivés  enfin  à  la  connais- 
sance exacte  des    prolongements  protoplas- 
raiques  et  nerveux,  de  leur  mode  de  termi- 
naison, etc.  Les  méthodes  les  plus  récentes, 
greffées  sur  les  procédés  de  Golgi,  ont  permis 
à  Ramon  y  Cajal,  à  uon  Kœlliker,  à  d'autres 
encore,  des  découvertes  d'ordre  supérieur  rela- 
tivement aux  fibres  sensibles,  aux  collatérales, 
aux    arborescences  terminales,    etc.,  toutes 
choses  qui  jettent  une  lumière  nouvelle  dans 
l'élude  du  S.  N.  G.  et  qui  ne  se  seraient 
pas  produites  encore,  sans  les  premiers  tra- 
vaux de  Golgi  et  la  vulgarisation  rapide  de  ses 
méthodes. 

Dans  le  cours  des  modifications  apportées  à 
ces  méthodes  fondamentales,  les  spécialistes 
se  sont  appliqués  à  perfectionner  les  différents 
actes  dont  elles  se  composent.  Ces  perfection- 
nements portent  principalement  sur  une  im- 
prégnation plus  égale  et  plus  complète  sur 
toute  l'étendue  des  prolongements  et  de  leurs 
ramifications,  plus  fixe  sur  le  corps  même  des 
cellules  et  sur  une  meilleure  conservation  des 
préparations. 

Quand  on  examine  une  coupe  selon  Golgi,  on 
constate  qu'un  nombre  très  restreint  seule- 
ment de  cellules  sont  convenablement  impré- 
gnées sur  un  espace  donné,  que  les  cellules 
nerveuses  sont  en  moins  grand  nombre  que 
les  cellules  névrogliques,  et  l'on  a  formulé  le 
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reproche  que  ces  méthodes  n'imprégnaient 
pas  les  éléments  nerveux  en  assez  grande 
quantité.  Loin  de  présenter  un  inconvénient, 
ce  fait  constitue  un  avantage  en  ce  que  l'exa- 
men d'une  image  est  facilité  par  la  concentra- 
tion de  l'œil  sur  des  éléments  nettement  isolés. 
Si  toutes  les  cellules  étaient  également  im- 
prégnées, il  ne  serait  pas  possible,  dans  le 
fourmillement  dans  lequel  se  trouvent  ces 
éléments,  d'en  séparer  l'une  de  l'autre  assez 
pour  pouvoir  en  étudier  avec  fruit  les  prolon- 
gements nerveux  et  protoplasmiques. 

Ce  qu'on  peut  reprocher  avec  raison  à  ces 
méthodes,  c'est  l'irrégularité  de  distribution  des 
précipités  le  long  du  trajet  d'un  prolongement 
nerveux  et  des  fibres  en  général,  plus  encore  que 
sur  les  corps  mêmes  des  cellules.  Elles  sont,  en 
somme,  capricieuses.  Un  second  reproche  très 
fondé  a  trait  à  la  conservation  des  coupes.  Les 
combinaisons  ou  précipités  formés  se  résor- 
bent facilement,  et  les  préparations  deviennent 
assez  vite  inutilisaiîles  pour  l'étude.  Greppin 
a  cherché  à  remédier  au  mal  par  sa  méthode 
qui  permet  l'emploi  du  couvre-objet.  Fick  (64), 
pour  empêcher  cette  résorption,  cette  fonte 
des  précipités,  au  moins  dans  une  certaine  me- 
sure, propose  de  chauffer  légèrement  le  porte- 
objet,  pour  favoriser  l'évaporation  plus  rapide 
du  liquide  employé  pour  monter  la  coupe. 

Sehrwald  a  cherché  à  rendre  les  prépara- 
tions plus  durables,  en  saturant  tous  les  liqui- 
des employés  dans  la  méthode  avec  du  bichro- 
mate d'argent  II  oaraît  que  les  résultats  sont 
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parfois  satisfaisants.  En  outre,  pour  empêcher 
la  formation  de  précipités  en  excès,  cet  auteur 
plonge  les  morceaux  qui  doivent  être  coupés, 
et  après  le  bain  de  durcissement,  dans  de  la 
gélatine.  Après  le  bain  d'argent,  la  gélatine  se 
dissoudrait  dans  un  bain  d'eau  chaude  (?). 

Nous  passons  maintenant  aux  modifications 
des  méthodes  de  Golgi,  qui  constituent  de  réels 
perfectionnements  ;  quant  aux  autres  qui  ap- 
paraissent continuellement,  nous  préférons  les 
passer  sous  silence  jusqu'à  ce  que  l'épreuve 
du  temps  ait  sanctionné  les  résultats  qu'elles 
prétendent  fournir. 

B.  —  Modifications  des  métuodes  de  Golgi. 
XXXVIII.  Méthode  de  Flechsig  (63). 

Cette  méthode  a  pour  but  de  colorer  les  élé- 
ments myéliniques  des  fibres,  tout  en  démon- 
trant la  connexion  des  prolongements  nerveux 
avec  le  réticulum  des  fibres  de  la  substance 
grise.  Les  pièces  traitées  de  cette  manière  par 
Flechsig-  avaient  pour  la  plupart  séjourné  un 
an  dans  une  solution  de  sublimé  corrosif 
à  1  0/0,  après  leur  durcissement  dans  le  hquide 
de  Mûller  ou  dans  une  solution  de  bichromate 
de  potasse  à  2  0/0.  Après  durcissement,  les 
pièces  passent  dans  la  solution  au  sublimé  et 
peuvent  donc  y  séjourner  très  longtemps  ;  on 
coupe. 

1°  La  coupe  faite  passe  dans  un  bain  d'alcool 
à  96  0/0. 
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2"  Bain  de  couleur  qui  dure  3-8  jours,  à  une 
température  de  35°  C.  dans  l'étuve. 


Solution  colorante  : 

Extrait  ilc  campèche  du  Japon.  1  gr. 

Alcool  absolu   JO  — 

Eau  distillée   900  — 


Solution  saturée  de  sel  de  Ulau-  \ 

bel'   (    .^^  g 

Solution   saturée  d'acide  tar-  ( 
trique   j 

M. 

3°  Chaque  coupe  passe  isolément  dans  3  c. 
cubes  d'une  solution  de  permanganate  de  po- 
tasse à  1/4-1/5  0/0,  et  y  reste  aussi  longtemps 
que  la  solution  n'a  pas  perdu  sa  coloration 
bleuâtre.  Ce  virage  oblenu^,  les  coupes  passent 
dans  la  solution  suivante,  où  elles  sont  déco- 
lorées. 

4°  Solution  décolorante  : 


Acide  oxalique   )  _ 

Sulfure  de  potasse   j  aa  1  gr. 

Eau  distillée   200  — 

M. 


Si  la  décoloration  n'est  pas  obtenue  du  coup, 
on  reportera  les  coupes  dans  le  bain  n°3,  puis 
dans  le  bain  n"  4,  et  ainsi  de  suite  jusqu'à  ce 
que  la  coupe  ait  perdu  sa  teinte  jaunâtre. 

5"  La  coupe  passe  alors  dans  le  mélange 
suivant  : 

Alcool  absolu   20  c.  cul)c.~. 

Solution  de  chlorure  d'or  cl 
de  potasse  à  1  0/0   gouttes. 
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jusqu'à  ce  que  les  précipités  de  sublimé, 
qui,  vus  en  pleine  lumière,  apparaissent  blan- 
châtres, soient  devenus  entièrement  noirs  et 
jusqu'à  ce  que  les  faisceaux  des  fibres  nerveuses 
aient  pris  une  teinte  bleuâtre. 

6°  Lavage  dans  le  liquide  suivant  : 

Eau  distillée   20  gr 

Solution  de  cyanure  de  potas- 
sium  à  5  0/0   1  goutte. 

M. 

Sur  ce  liquide,  la  coupe  ne  doit  que  flotter 
(pas  d'immersion). 
7»  Bain  d'alcool. 
8°  Essence  de  lavande. 
9°  Canada. 

Les  fibres  nerveuses  sont  rouges  (couleur  du 
carmin),  les  cellules  ganglionnaires  et  les  pro- 
longements protoplasmiques  restent  colorés 
en  noir  fumé. 


XXXIX.  Méthode  de  Ziehen  (62). 

1°  Les  pièces,  qui  doivent  être  coupées  en 
petits  morceaux  cubiques  et  provenir  d'une 
portion  du  S.  N.  C.  parfaitement  fraîche,  ne 
durcissent  pas  dans  un  liquide  chromo-potas- 
sique ;  elles  sont  immédiatement  plongées 
dans  la  solution  suivante  : 

Solution  de  chlorure  d'or 
à  1  0/0  

Solution  de  sublimé  cor- 
rosif à  1*0/0  


Parties  égales. 


M. 
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Les  pièces  séjournent  dans  ce  bain  pendant 
au  moins  3  semaines;  le  mieux  sera  de  les  y 
laisser  pendant  plusieurs  mois  (1-5).  Ce  n'est 
que  tout  à  fait  exceptionnellement  et  pour  de 
courts  instants  qu'on  pourra  se  servir  de 
l'étuve,  mais  à  une  température  peu  élevée. 
Pourvu  qu'on  emploie  de  grandes  quantités  de 
liquide,  il  n'est  pas  nécessaire  de  changer  ce 
bain  durcissant  fréquemment.  Les  pièces  ac- 
quièrent dans  ce  liquide  une  coloration  métal- 
lique rouge-brun.  Après  durcissement  conve- 
nable, une  pièce  peut  être  coupée  sans  avoir 
passé  par  un  enrobement  spécial  ;  il  suffira  de 
la  coller  sur  un  bouchon  et  de  procéder  aux 
coupes. 

'2"  Les  coupes  faites  sont  plongées  dans  de 
l'alcool;  elles  y  prennent  une  couleur  bleue  ou 
noire,  qu'on  reconnaît  en  les  examinant  au 
grossissement  moyen,  et  qui  paraît  plutôt 
brune  ou  noir  brun  à  l'œil  nu. 

3°  Le  bain  donné,  on  immerge  les  coupes, 
pour  un  temps  qui  varie  en  durée  et  qui  dé- 
pend de  l'épaisseur  des  coupes,  dans  le  bain 
de  différenciation,  constitué  par  une  solution 
de  lugol  au  1/4,  ou  à  défaut  dans  une  solution 
alcoolique  de  teinture  d'iode  au  1/4. 

4°  Lavage  soigneux  dans  de  l'alcool  absolu. 

5°  Essence  de  girofle. 

6"  Baume  de  Canada. 

Il  faut  éviter  le  contact  avec  des  instru- 
ments métalliques.  A  l'examen  microscopique, 
éviter  que  la  lumière  solaire  directe  ne  frappe 
la  platine  sur  laquelle  repose  le  porte-objet. 


■-^5  8  TECIINIQUK  MICROSCOPIQUE 

Les  résultats  de  la  méthode  sontles  suivants  : 
les  fibres  à  myéline  et  celles  sans  myéline,  les 
cellules  nerveuses  avec  leurs  prolongements 
sont  colorées  en  bleu-gris.  Le  nombre 'des  cel- 
lules colorées  est  plus  grand  que  dans  les 
préparations  obtenues  par  les  méthodes  de 
Golgi  ;  les  ramifications  des  prolongements 
sont  moins  nombreuses.  Le  noyau  et  le  nucléole 
des  cellules  sont  nettement  colorés  et  différen- 
ciés l'un  de  l'autre.  Les  contours  des  cellules  et 
des  noyaux  sont  particulièrement  nets,  l'inté- 
rieur même  des  cellules  est  peu  coloré  (im- 
prégné) et  apparaît  comme  saupoudré  de 
bleu-noir  (précipités  métalliques)  et  presque 
transparent  ! 

La  coloration  et  la  décoloration,  c'est-à-dire 
la  différenciation,  ne  sont  pas  toujours  cons- 
tantes. Avec  un  peu  d'exercice  dans  la  mani- 
pulation du   bain  au  lugol  ou  à  l'iode,  on 
arrive  assez  facilement  à  saisir  le  moment  où 
le  bain  doit  cesser.  L'étude  comparative  des 
coupes  non  différenciées  et  des  diiïérenciées 
est  instructive.  L'auteur  a  essayé,  en  outre,  sa 
méthode  sur  des  pièces   durcies  dans  une 
solution  de  bichromate  potassique  ;  les  pièces 
passaient  après  durcissement  dans  le  bain  d'or 
et  de  sublimé,  et  y  séjournaient  plusieurs  se- 
maines. Il  coupait  ensuite  et  différenciait  avec 
l'iode.  Le  corps  même  des  cellules  apparaissait 
alors  tout  à  fait  incolore,  très  exactement 
défini  ;  les   prolongements  protoplasmiques 
étaient  nettement  dessinés  en  noir,  par  le  fait 
des  précipités  particuliers  à  la  procédure.  Ces 
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préparations  sont  excellentes  pour  l'étude  de 
la  continuité  du  prolongement  protoplasmique 
et  du  prolongement  nerveux  avec  les  diffé- 
rents territoires  de  la  cellule.  Le  grand  avan- 
tage do  la  méthode  paraît  se' trouver  dans  le 
fait  que  les  fibres  à  myéline  se  colorent  régu- 
lièrement et  que  la  structure  intime  du  corps 
de  la  cellule  n'est  pas  marquée,  comme  cela  a 
lieu  dans  les  préparations  traitées  selon  Golgi, 
par  un  amalgame  noir  qui  ne  laisse  rien  dis- 
tinguer. 

XL.  Méthode  de  Greppin  (65). 

Les  coupes  du  S.  N.  G.  qu'on  voudrait  colo- 
rer suivant  cette  méthode  doivent,  de  même 
que  les  pièces  d'où  elles  proviennent,  avoir  été 
traitées  suivant  la  méthode  de  Golgi  ou  celle 
de  Ramon  y  Gajal  et  de  von  Kœlliker. 

1°  La  coupe  colorée  par  un  de  ces  procédés 
passe  directement  dans  une  faible  solution 
aqueuse  d'acide  hydrobromique  (2-3  0/0). 

Elle  y  séjourne  jusqu'à  ce  qu'elle  ait  pris 
une  coloration  blanchâtre  (les  précipités  de 
chromure  d'argent  s'y  transforment  probable- 
ment en  précipités  de  bromure  d'argent). 

2°  Lavage  rapide  à  l'eau  distillée. 

3°  Lavage  à  l'alcool. 

4"  On  transporte  la  coupe  dans  une  cupule 
contenant  de  l'essence  de  girolle.  La  coupe 
nage  ou  (lotte  sur  l'essence. 

On  expose  le  tout  à  la  lumière  solaire 
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aussi  intensive  que  cela  est  possible  pendant 
quelques  minutes. 

^  Les  éléments  nerveux,  qui  sous  l'action  de 
l'acide  hydrobromique  s'étaient  presque  com- 
plètement décolorés,  réapparaissent  mainte- 
nant énergiquement  colorés  en  noir,  et  restent 
tels  dans  la  suite. 

6°  La  coupe  est  montée  au  Canada.  Couvre- 
ohjet. 

Pour  obtenir  une  coloration  double,  on  fait 
passer  la  coupe,  après  le  bain  d'essence  de 
girofle,  dans  un  bain  d'alcool.  Cela  fait,  on  la 
laisse  pour  6-10  heures  dans  une  solution 
d'acide  chromique  à  1/2  0/0,  on  la  colore  à 
l'hématoxyline  selon  Weigert  ou  Pal  et  on  lui 
fait  subir  le  traitement  subséquent  prévu  par 
ces  méthodes  et  la  méthode  de  Greppin.  Cet 
acte  du  procédé  peut  être  sensiblement  rac- 
courci si,  au  lieu  d'employer  une  solution 
d'acide  chromique  froide,  on  chauffe  le  liquide 
contenant  la  coupe  dans  une  cupule  de  por- 
celaine jusqu'à  abondant  dégagement  de  va- 
peur. 

Lorsqu'après  avoir  ainsi  traité  une  coupe  jus- 
que et  y  compris  le  n°  5  (bain  d'essence  de  giro- 
fle) et  l'exposition  solaire,  on  la  plonge  dans 
une  solution  d'hyposulfate  de  soude  à  1  0/0 
{nalrium  submlfuro&um),  on  obtient  de  belles 
images,  plus  nettes  que  les  autres,  parce  que 
les  précipités  formés  en  dehors  des  cellules  se 
dissolvent  dans  ce  bain,  et  que  l'imprégnation 
intra-cellulaire  seule  persiste. 

Les  coupes  ainsi   traitées  se  conservent 
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longtemps  intactes;  on  emploie  des  couvre- 
objets  (lamelles). 

On  essaiera  aussi  les  modifications  suivantes, 
apportées  par  Greppin  à  la  méthode  de  Golgi  : 

I.  —  Immédiatement  après  une  autopsie,  ou 
bien  après  un  très  court  séjour  dans  le  liquide 
de  Mûller,  on  plonge  de  petits  morceaux  des 
pièces  à  examiner  dans  le  liquide  suivant  : 

Solalion  d'acide  hyperosmique 
à  1  0/0   2  parties. 

Solution  de  bichromate  de  po- 
tasse à  2  0/0   8  — 

M, 

où  ils  durcissent. 

Après  2-3  jours  de  ce  bain,  on  traite  les 
morceaux  au  nitrate  d'argent. 

Le  procédé  de  Golgi  est  ainsi  accéléré.  Le 
plus  souvent,  on  voit  une  grande  quantité  d'élé- 
ments bien  imprégnés. 

n.  —  Au  lieu  d'employer  le  nitrate  d'argent, 
Greppin  se  sert  du  sublimé,  mais  dans  les  con- 
ditions suivantes  : 

Les  pièces  qui  auront  séjourné  au  moins  6-8 
semaines  dans  le  liquide  de  Mûller  passent 
directement  dans  une  solution  aqueuse  de  su- 
blimé corrosif  à  1/2  0/0.  On  changera  chaque 
jour  le  liquide.  Après  3-4  semaines,  on  obtient 
de  belles  images,  qui  sont  plus  durables 
lorsqu'on  les  traite  subséquemraent  encore,  sui- 
vant Pal,  dans  une  solution  de  sulfide  de  soude 
à  1  0/0. 


15. 
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XLI.  Méthode  de  von  Kœllike 
et  Ramon  y  Cajal  (67). 


La  méthode  qui  va  être  décrite,  et  qui  a 
donne  à  ces  savants  des  résultats  si  remar- 
quables, ne  peut  être  employée  que  '^ur 
des  pièces  provenant  d'embryons  ou  tout  au 
plus  de  sujets  nouveau-nés. 

On  enlève  délicatement,et  en  faisant  attention 
a  ne  jamais  toucher  les  pièces  en  cause  avec 
les  doigts,  le  S.  N.  G.  dans  son  entier  (moelle 
spinale  et  cerveau)  avec  les  enveloppes  (dure- 
mere  spinale  et  cérébrale)  intactes.  Pour  cela 
faire,  il  faut  se  servir  de  pincettes  et  de 
ciseaux  courbes  et  pointus,  ou  d'un  scalpel  à 
pointe  effilée. 

1°  Ces  organes  sont  soigneusement  étendus 
sur  la  table  de  travail,  puis  on  fend  la  dure- 
mère  spinale  et  médullaire  dans  toute  sa  lon- 
gueur et  en  la  rabattant  de  chaque  côté,  de 
façon  à  mettre  à  nu  le  tissu  nerveux  propre- 
ment dit.  Avec  un  rasoir,  on  fera  des  sections 
transversales  sur  la  moelle  spinale,  de  façon  à 
obtenir  des  morceaux  de  3-4  millimètres  de 
longueur,  mais  en  coupant  de  telle  sorte  qu'ils 
continuent  à  rester  attachés  par  un  de  leurs 
côtés  externes  à  la  dure-mère,  qu'on  ne  sec- 
tionne donc  pas.  Cela  permettra  pour  chaque 
morceau  une  orientation  exacte.  Cela  fait,  on 
sectionne  le  cerveau  en  2-3  morceaux  princi- 
paux, la  moelle  allongée  et  les  parties  avoisi- 
nant  la  moelle  spinale  également  en  plusieurs 
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morceaux  de  quelques  millimètres  de  côté 
chacun. 

"1°  Une  partie  de  ces  morceaux  est  immergée 
de  suite,  soit  par  groupes,  soit  chaque  mor- 
ceau isolément,  dans  une  large  quantité  du 
liquide  suivant  : 

Solution  de  bichromate  de  po- 
tasse à  3  0/0   4  parties. 

Solution  d'acide  osmique  à  1  0/0    1  partie. 

M. 

Au  point  de  vue  de  la  quantité  à  employer, 
il  faut  compter  au  moins  40-50  centimètres 
cubes  pour  chaque  petit  morceau  à  traiter, 
davantage  pour  les  gros.  Quelques  heures 
après  cette  immersion,  on  changera  le  liquide. 
Mais, comme  le  prix  de  l'acide  osmique  est  très 
élevé,  on  pourra  se  servir  de  nouveau  de  la 
première  quantité  de  liquide  employée  pour  le 
premier  bain  pour  les  morceaux  qui  suivront. 
La  quantité  employée  pour  le  second  bain 
pourra  servir  également  plus  tard  comme  se- 
cond bain. 

.3°  Après  avoir  séjourné  1-1  1/2  jour  dans  le 
mélange,  les  morceaux  passent  dans  une  quan- 
tité suffisante  d'une  solution  de  nitrate  d'arge'nt 
à  1/4  0/0.  Durée  du  bain  :  1/4-1/2  heure. 

4°  De  ce  premier  bain  de  nitrate  les  mor- 
ceaux passent  dans  une  seconde  solution  de 
nitrate  d'argent  et  à  0,75  0/0,  dans  laquelle  ils 
doivent  rester  pendant  30-48  heures.  Pour  ce 
bain  également,  il  faut  employer  de  grandes 
quantités  de  liquide. 


261 


TECHNIQUE   MICROSCOPIQUE  ' 


5  En  sortant  de  ce  bain,  les  morceaux  sont 
plongés  dans  de  l'alcool  à  40  0/0.  A  partir  de 
ce  moment,  on  peut  couper,  ou  bien  avec  un 
rasoir  en  tenant  le  morceau  entre  les  doigts 
ou  bien,  ce  qui  vaut  mieux,  au  microtome' 
après  avoir  enrobé  le  morceau  à  la  celloï- 
dine. 

Si  l'on  se  décide  à  enrober  le  morceau,  il 
laudra,  au  préalable,  lui  donner  un  bain  d'une 
heure  dans  de  l'alcool  absolu  et,  cela  fait 
1  arroser  de  celloïdine  en  le  laissant  également 
pendant  une  heure  s'imprégner  convenable- 
ment dans  cette  substance.  De  suite  après  ces 
manipulations,  les  morceaux  devront  être 
coupés,  car,  pour  peu  qu'ils  attendent  alors, 
ils  s'altèrent  et  finissent  par  se  gâter  complè- 
tement. On  ne  peut  pas  les  conserver  tels 
quels  plus  de  24  heures. 

6°  Les  coupes  faites  au  microtome  —  avoir 
soin  de  mouiller  abondamment  la  lame  avec 
de  l'alcool  à  40  0/0  —  passent  pour  1/4  d'heure 
dans  de  la  créosote. 

7°  Puis,  pour  quelques  minutes, dansla  téré- 
benthine. 

8°  On  les  monte  au  baume  de  xylol,  sans  les 
couvrir  d'une  lamelle.  Les  morceaux  qui  n'au- 
raient pas  été  coupés  peuvent  se  conserver 
encore  un  certain  temps  dans  l'alcool  à  40  0/0 
(ceux  qui  n'ont  pas  été  enrobés),  mais  à  la 
longue  ils  s'altèrent  et  au  bout  de  2-3  semaines 
ils  ne  sont  plus  utilisables.  Les  coupes,  par 
contre,  qu'on  plongera  dans  de  l'alcool  à  40  0/0 
s'y  conservent  encore  assez  longtemps,  jusqu'à 
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plusieurs  mois  même,  d'après  ce  qu'ont  pu 
observer  les  auteurs. 

Gohji  (68)  a  modifié  ce  procédé  en  ceci  : 
qu'il  accélère  le  durcissement  en  remplaçant 
la  liqueur  de  MûUer  par  le  mélange  suivant  : 

Solution  d'acide  osmique  à  1  0/0.    2  volumes. 
Solution  de  bichromate  de  po- 
tasse à  2  0/0   8  — 

qui  diffère  quelque  peu  de  celui  employé 
par  Ramon  y  Cajal  et  von  Kœllikej\  En  sor- 
tant de  ce  bain,  les  morceaux  passent  dans  une 
solution  de  nitrate  d'argent  à  75  0/0,  oii  ils 
séjournent  de  24  heures  à  quelques  jours.  Les 
coupes  faites  à  la  main,  après  enrobement 
superflciel  à  la  celloïdine  ou  sur  le  morceau  tel 
quel,  sont  lavées  rapidement  dans  de  l'alcool 
à  40  0/0  et  déshydratées  à  l'alcool  absolu. 
Térébenthine,  créosote,  xylol,  Canada. 

Le  liquide  employé  par  Ramon  y  Cajal  a  la 
formule  suivante  : 

Bichromate  de  potasse   3  volumes. 

Acide  osmique   2o  — 

Eau  distillée   100  — 

et  diffère,  comme  on  le  voit,  un  peu  du 
liquide  préconisé  par  von  Kœlliker. 

XLII.  Méthode  d'Obregia  (69). 

L'auteur  applique  aux  coupes  provenant  de 
pièces  traitées  suivant  la  méthode  au  nitrate 
d'argent  de  Golgi  le  virage  des  photographes. 
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Sous  l'action  du  chlorure  d'or,  le  chromate 
d'argent  se  transforme  en  chromale  d'or. 

1°  Les  coupes  faites  passent,  sans  être  lavées 
à  l'eau,  dans  le  mélange  qui  suit  : 

D'une  solution  de  chlorure  d'or 

fi  i  0/0   8-10  gouttes. 

Alcool  absolu   10  c.  cubes. 

Ce  mélange  doit  être  préparé  à  nouveau 
pour  chaque  fois  et  être  exposé  pendant  une 
demi-heure  à  l'action  de  la  lumière  diffuse  avant 
que  de  l'employer.  La  durée  de  ce  bain,  qui 
doit  se  donner  dans  une  chambre  noire,  est  de 
15-20  minutes. 

2°  La  coupe  est  rincée  dans  de  l'alcool  à 
50  0/0. 

3"  Lavage  rapide  à  l'eau  distillée. 

4°  Bain  de  5-10  minutes  dans  une  solution 
d'hyposulflte  de  soude  cà  10  0/0. 

5"  Lavage  à  fond  dans  de  l'eau. 

A  ce  moment,  on  peut  colorer  complémen- 
tairement  au  carmin  ou  à  l'hématoxyline,  etc. 
On  déshydrate  et  on  monte. 

Dans  le  bain  aurique,  les  images  s'efFaceirt 
quelque  peu,  les  fines  ramilîcations  ner- 
veuses se  décolorent. 

Pas  d'instruments  métalliques  durant  tout 
le  cours  de  ces  manipulations,  Golgi  (3)  lui- 
même  applique  actuellement  le  procédé  du 
virage  pour  ses  coupes  et  recommande  pour 
la  coloration  complémentaire  (ou  double) 
l'emploi  d'une  solution  très  diluée  de  carmin 
acide. 
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XLIII.  Méthode  de  Cox  (70).  *- 

La  modification  suivante  a  pour  but  princi- 
pal de  rendre  l'imprégnation  métallique  plus 
égale,  de  façon  à  ce  qu'un  plus  grand  nombre 
de  cellules  avec  leurs  prolongements  complets 
puissent  être  reconnues  sur  une  seule  et  même 
coupe. 

L'auteur  fait  agir  le  sublimé  et  le  bichromate 
simultanément  sur  les  tissus,  au  moyen  de  la 
solution  suivante,  dans  laquelle  un  morceau 
séjournera  deux  ou  plusieurs  mois  avant  d'être 
coupé: 

Solution  de  bichromati;  de 

potasse  à  5  0/0   /  _ 

Solution  de  sublimé  curro-  ('  ^'^  volumes. 

sif  à  5  0/0   y 

Eau  distillée   30-iO  — 

M. 

Le  traitement  des  coupes  est  le  même  que 
pour  la  méthode  de  Golgi. 

Pour  réduire  la  réaction  acide  du  liquide 
de  durcissement  au  minimum,  l'auteur  ajoute 
au  mélange  en  question  16  volumes  d'une 
solution  de  chromate  de  potasse  jaune  à  5  0/0 
et  à  réaction  alcaline. 

Sur  des  coupes  provenant  de  pièces  n'ayant 
séjourné  que  peu  de  jours  dans  ce  liquide 
(2-4  jours),  on  constate  dans  les  cellules  et  les 
prolongemeuts  des  précipités  granuleux  jau- 
nes. En  traitant  ces  coupes  avec  une  solution 


268 


TECHNIQUE  MICROSCOPIQUE 


faible  d'ammoniaque  ou  de  carbonate  de 
soude,  les  précipités  deviennent  noirs. 

L'imprégnation  en  question  consiste  proba- 
blement dans  une  réduction  de  sublimé,  mis 
en  contact  avec  le  bicbromate  potassique,  en 
une  nouvelle  combinaison  mercurique.  Cette 
réduction-imprégnation  dans  l'intimité  des 
tissus  n'est  pas  constante  cependant  (3). 
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